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La ciclooxigenasa (COX) es la enzima que cataliza el paso limitante en la biosíntesis de 
prostanoides. Existen dos isoformas de COX, COX-1 que se expresa de manera constitutiva en 
muchos tejidos y COX-2 que es inducible por diversos estímulos como factores de crecimiento, 
estímulos pro-inflamatorios y otros tipos de estrés celular. Además de los procesos               
pro-inflamatorios, COX-2 es un gen crítico en proliferación celular, remodelación tisular y 
cáncer.  
En hígado, COX-2 no se expresa ni se induce en el hepatocito adulto con diversos estímulos 
pro-inflamatorios, pero si en el hepatocito fetal. COX-2 solamente se expresa en el hepatocito 
adulto en aquellas situaciones que implican procesos de des-diferenciación, regeneración y 
proliferación como en el carcinoma hepatocelular (CHC). En el CHC, COX-2 no se expresa en 
estadios avanzados pero sí en las fases iniciales y hay mayor expresión en la zona no tumoral 
adyacente al área tumoral que en la tumoral. Por lo tanto, la contribución de COX-2 al CHC no 
está bien establecida. Para esclarecer el efecto de las PGs derivadas de COX-2 en el CHC se 
generó un modelo de ratón TG para COX-2 en el hepatocito y una línea celular hepática TG 
para COX-2. Además, se analizó la implicación de las alteraciones epigenéticas del gen de   
COX-2 en el CHC, en células de hepatoma y en biopsias humanas.  
Los resultados obtenidos sugieren que a pesar de que el aumento de las PGs en el hepatocito 
promueve una ligera hepatitis, no contribuyen al desarrollo de fibrosis hepática después de un 
daño hepático crónico con dieta deficiente en colina y metionina. La inducción de una 
hepatocarcinogénesis química con dietilnitrosamina (DEN) reveló que COX-2 acelera la 
proliferación inicial de los hepatocitos y favorece moderadamente el desarrollo de nódulos 
pre-neoplásicos sin que esté directamente vinculada con la transformación tumoral. Para 
corroborar estos resultados, se empleó un modelo de hepatocarcinogénesis genética donde 
ratones dobles TG para c-Myc/TGF-α desarrollan espontáneamente CHC. Se generaron 
animales triples TG c-Myc/TGF-α/COX-2 para evaluar la implicación de las PGs al CHC. En 
concordancia con nuestros resultados previos, se confirmó que las PGs derivadas de COX-2 
juegan un papel poco relevante en el desarrollo del CHC murino. Sin embargo, hemos definido 
que los cambios epigenéticos en el promotor de COX-2 modifican su expresión y que tienen 
importancia en el pronóstico de CHC humano. La hipermetilación del promotor de COX-2 y la 
hipoacetilación de la histona H3 están correlacionadas con la disminución en la expresión de 
COX-2 en las biopsias humanas y en algunas líneas de hepatoma así como con la reducción de 








































Cyclooxygenases 1 and 2 (COX-1 and COX-2) catalyze the first step in prostanoid biosynthesis. 
COX-1 is constitutively expressed in many tissues; COX-2 is induced by a variety of stimuli such 
as growth factors, pro-inflammatory stimuli, hormones and other cellular stresses. Moreover, 
COX-2 has been associated with cell growth regulation, tissue remodeling and carcinogenesis. 
Adult hepatocytes fail to induce COX-2 expression, regardless of the pro-inflammatory factors 
used, however, Kupffer, stellate, fetal hepatocytes and hepatoma mouse liver cells retain the 
ability to express COX-2 on stimulation with pro-inflammatory cytokines. COX-2 is solely 
expressed in adult hepatocytes in those situations that involve de-differentiation, regeneration 
and proliferation such as human hepatocellular carcinoma (HCC). In HCC, COX-2 expression has 
been found in early stages but is downregulated in advances stages, and with changes in the 
areas of expression in tumor versus non-tumor adjacent tissue. Therefore, many questions 
remain unsolved regarding the contribution of COX-2 dependent PGs to induce HCC. The 
regulation of COX-2 expression by epigenetic modulation could be crucial in HCC. To clarify the 
role of COX-2 in liver tumorigenesis models of COX-2 transgenic (TG) mice and human 
hepatocyte-like TG cell line were generated. Besides, the involvement of epigenetic alterations 
of the COX-2 gen in HCC in human biopsies and in human hepatoma cell lines were analyzed.  
The obtained data suggests that the increased of PGs in hepatocytes promoted mild hepatitis, 
but failed to contribute to the development of liver fibrogenesis after chronic liver damage 
with methionine and choline deficient diet. The induction of chemical hepatocarcinogenesis 
with diethylnitrosamine (DEN) revealed that COX-2 expression in hepatocytes favors 
moderately the development of pre-neoplastic foci without affecting malignant 
transformation. To confirm these results, further experiments were performed in a              
well-defined genetic hepatocarcinogenesis model where double TG mice that express               
c-Myc/TGF-α spontaneously develop HCC. Triple c-Myc/TGF-α/COX-2 TG mice were generated 
to evaluate the involvement of COX-2 in HCC. According to our previous results, the triple TG 
model confirms that COX-2 dependent PGs play a minor role in the hepatocarcinogenesis 
course mediated by c-Myc/TGF-α. However, changes in the epigenetics marks at the COX-2 
promoter are closely associated with its expression and with the prognosis of human HCC. 
Hipermethylation in the COX-2 promoter and histone 3 hypoacetylation are correlated with 
low levels of COX-2 in human biopsies and in some HCC cell lines as well as with a reduction of 
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AA Ácido araquidónico 
aa Aminoácido 
AAT Alfa antitripsina 
Ac-H Acetil-Histona 
ADN Ácido desoxirribonucleico 
ADNc ADN complementario 
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AOX Acetil-CoA oxidasa 
AP Proteína activadora 
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ApoE Apolipoproteína E 
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ARF Factor de ribosilación del ADP 
ARN Ácido ribonucleico 
ARNm ARN mensajero 
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c-Src Oncogén del virus del sarcoma de Rous 
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DNMT DNA metiltransferasa 
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EGFR Receptor de EGF 
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FGF Factor de crecimiento de fibroblastos 
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GFP Proteína verde fluorescente 
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hCOX-2 COX-2 humana 
HDAC Histona deacetilasa 
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HOX Hidroperoxidasa 
IFN Interferón 
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iHDAC Inhibidores de la actividad de HDAC 
IKK Proteína de la quinasa IκB 
IL Interleuquina 
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Inhbc Inhibina beta C 
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LPS Lipopolisacárido 
Ltab Linfotoxina a o b 
Lys Lisina 
MAPK Proteína quinasa activada por mitógenos 
MARP3 Proteína 3 anquirina de músculo repetida 
MAT Metionina adenosiltransferasa 
MBD Proteína de unión a la 5mC 
MDR Proteína de resistencia a múltiples fármacos 
MMP Metaloproteasa 
MN Membrana nuclear 
mPGES PGES microsomal 
MRP Proteína relacionada con la resistencia a fármacos 
MSRA Metilación sensible a enzimas de restricción por PCR 
MTG Mono TG 
mTOR Proteína diana de la rampamicina en mamíferos 
MYO1E Miosina 1E 
MYRIP Proteína de interacción miosina VIIA y Rab 
NaB Butirato sódico 
NEMO Proteína moduladora esencial de NF-κB 
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PAF Factor de activación plaquetario 
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pb Pares de bases 
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PCNA Antígeno nuclear de células en proliferación 
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PG Prostaglandina 
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1. Ciclooxigenasa-2  
 1.1 Biosíntesis de prostanoides 
Los prostanoides (prostaglandinas, prostaciclinas y tromboxanos) son mensajeros lipídicos de 
vida media corta que derivan del ácido araquidónico (AA) procedente de los glicerofosfolípidos 
de la membrana [5]. La liberación del AA requiere de la acción de la fosfolipasa A2 (PLA2) o de la 
fosfolipasa C (PLC) [32]. El AA puede ser metabolizado por tres vías principales: 1) 
ciclooxigenasa (COX), 2) lipooxigenasa y 3) citocromo P-450 monooxigenasa. La vía de COX es 
la que ha sido más estudiada debido a que las prostaglandinas (PGs) juegan un papel 
importante en diferentes procesos biológicos. 
COX, (EC 1.14.99.1), también conocida como prostaglandina G/H sintasa (PGHS) o 
prostaglandina-endoperóxido sintasa, es la enzima que cataliza el paso limitante en la 
biosíntesis de prostanoides. Se caracteriza por presentar doble actividad enzimática, 
ciclooxigenasa (COX) e hidroperoxidasa (HOX). Mediante su actividad COX cicla y oxigena al AA 
para la formación de prostaglandina G2 (PGG2) que es un metabolito de gran inestabilidad. A 
continuación, por su actividad HOX, reduce PGG2 a una forma hidroxilada denominada 
prostaglandina H2 (PGH2) [51]. Finalmente, actúan una serie de isomerasas y oxidoreductasas 
específicas de tejido que emplean como sustrato PGH2 generando los diferentes productos; 
prostaglandinas (PGE2, PGD2, PGF2), prostaciclinas (PGI2) y tromboxanos (TXA2) (Fig.1). Las 
acciones biológicas de los prostanoides son múltiples. PGE2 participa en procesos de regulación 
del tono vascular, agregación plaquetaria, ovulación, remodelación ósea, así como en procesos 
febriles, dolor y otros mecanismos fisiológicos de defensa, incluyendo respuesta inflamatoria e 
inmune. PGF2 produce contracción uterina. PGI2 inhibe la agregación plaquetaria, es 
vasodilatadora e imprescindible para la implantación del embrión. TXA2 estimula la agregación 
plaquetaria y la vasoconstrición. 
Una vez sintetizadas, las PGs pueden ejercer su acción de forma autocrina o paracrina. La 
señalización paracrina requiere de proteínas relacionadas con la resistencia a múltiples 
fármacos (MRP4) que secretan las PGs al medio extracelular [149]. Las PGs pueden ser 
reconocidas por receptores específicos de membrana plasmática y receptores nucleares que 
median su acción por la activación de diferentes vías de transducción de señales. Después de 
ejercer su acción, las PGs se internalizan en la célula por difusión pasiva o por el transportador 
de PGs (PGT) para ser catabolizadas e inactivadas por la acción enzimática de la                       




Figura 1. Vía metabólica para la conversión del ácido araquidónico en prostaglandinas, prostaciclinas y 
tromboxanos. PLA2 libera el AA de los glicerofosfolípidos de la membrana. El AA es transformado por la enzima COX 
mediante sus dos actividades enzimáticas secuenciales COX y HOX. A continuación, prostaciclinas, prostaglandinas y 
tromboxano sintasas específicas de tejido actúan para formar los distintos productos activos finales que serán 
reconocidos por diversos receptores. Adaptado de Samuelsson et al. [121].  
 1.2 Evidencia de diferentes ciclooxigenasas 
Existen dos isoformas de COX: una de expresión constitutiva denominada COX-1 y otra de 
expresión inducible en respuesta a diversos estímulos conocida como COX-2. COX-1 se purificó 
en 1976 de glándulas vesiculares bovinas [102]. En 1989 Simmons identificó el ADNc de COX-2, 
cuyo ARNm se inducía al transformar fibroblastos de pollo con v-Src [134].  
Se ha comprobado que ambas proteínas están localizadas en la porción de la bicapa lipídica 
más próxima al lado luminal del retículo endoplasmático (RE) y en las porciones externa e 
interna de la membrana nuclear (MN), estando COX-2 preferentemente localizada en la MN. 
Su localización en diferentes membranas está directamente relacionada con sus funciones 
fisiológicas [154]. Se ha descrito que COX-2 se localiza también en la membrana mitocondrial y 
en los cuerpos lipídicos en células tumorales [1]. Las secuencias aminoacídicas de COX-1 y de 
COX-2 presentan aproximadamente un 60% de homología. Desde la región N-terminal hasta la 
C-terminal, los dominios que conforman la estructura proteica de COX-1 y COX-2 son: el 
péptido señal, el domino de dimerización, el dominio de unión a membrana y el dominio 
catalítico. Ambas isoformas tienen N-glicosilaciones que regulan el plegamiento de las 
proteínas. Una de las diferencias más importantes en su estructura proteica es que el sitio 
catalítico de COX-2 es un 17% más grande que el de COX-1, permitiendo la entrada de 
sustratos de mayor tamaño. Esto es debido a la sustitución en la posición 434 de una 
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isoleucina en COX-1 por una valina en COX-2. El desarrollo de inhibidores selectivos para una u 
otra isoforma de COX se basa en esta diferencia. Además COX-2 puede procesar sustratos 
alternativos como ésteres y derivados de amidas (endocanabinoides endógenos) [116].  
En 1971, el grupo de Vane demostró que la aspirina e indometacina inhibían la producción de 
PGs bloqueando la actividad enzimática de COX [145], siendo ambos compuestos                    
anti-inflamatorios no esteroideos (AINEs). Los AINEs inhiben la actividad catalítica de COX 
modificando covalentemente la enzima de manera irreversible (exclusivamente la aspirina) o 
compitiendo con el sustrato por el centro activo (resto de los AINEs). Los AINEs tienen 
propiedades antipiréticas, analgésicas y anti-inflamatorias. Debido a que las PGs derivadas de 
COX-1 regulan múltiples procesos fisiológicos, la inhibición crónica de COX-1 producida por un 
consumo prolongado de inhibidores conduce a efectos secundarios gastrointestinales. El 
descubrimiento de la diferencia de tamaño del centro activo entre ambas isoformas dio lugar 
al desarrollo de AINEs selectivos para COX-2 (COXIBs). Posteriormente se comprobó que la 
inhibición de COX-2 puede tener efectos secundarios cardiovasculares y renales [25]. El hecho 
de que prácticamente todos los AINEs, a excepción de la aspirina, sean inhibidores reversibles 
competitivos de COX es importante ya que se ha descrito que producen una acumulación de la 
proteína, de forma que al retirar el inhibidor reversible puede provocar una sobre-producción 
de PGs [14]. Estudios recientes han demostrado que los AINEs pueden mediar sus efectos anti-
inflamatorios y anti-neoplásicos por vías alternativas a la vía de COX-2. De hecho, los efectos 
anti-neoplásicos de los AINEs se observan a concentraciones que son superiores a las 
necesarias para inhibir la síntesis de PGs y son capaces de inhibir la proliferación e incrementar 
la apoptosis en células que no expresan COX-2 [18].  
 1.3 Estructura génica de COX-1 y COX-2 
El gen que codifica para COX-1 humana se localiza en el cromosoma 9, su tamaño es de 22.5 
kb, posee 11 exones y sus tránscritos tienen una longitud de 2.8, 4.5 y 5.2 kb. El más 
abundante es el de 2.8 kb (Tabla 1).  
 COX-1 COX-2 
Cromosoma  Cromosoma 9 Cromosoma 1 
Tamaño del gen 22.5 Kb, 11 exones 8.3 Kb, 10 exones 
Masa molecular 72 kDa 72-74KDa 
Nº de aminoácidos (aa) 600-602 aa 603-604 aa 
Cinética Similar Vmax y Km para el AA  
3’ UTR 0.7 Kb 2 Kb, enriquecida en AUUUA 
Expresión Constitutiva Inducible 
Localización  RE y MN Principalmente en la MN 
 




El gen de COX-2 humana se localiza en el cromosoma 1, su tamaño es de 8.3 kb, está formado 
por 10 exones y las variantes del tránscrito de ARNm son de 2.6, 4.0 y 4.5 kb. Los tránscritos 
más abundantes son el de 2.6 y el de 4.5 Kb. El tránscrito de 2.6 kb, está poliadenilado y carece 
de la región 3’ no traducida (3’-UTR). Las mayores diferencias en la estructura génica de ambas 
isoformas consisten en la longitud de los intrones y en que COX-2 carece del primer intrón. 
Además, cada una tiene diferentes elementos reguladores de los promotores que les confieren 
determinadas características funcionales (Fig.2) [26]. 
 
 
Figura 2. Elementos reguladores de los promotores de COX-1 y COX-2 humanas. Adaptado de Kang et al. [68]. 
 
El promotor del gen humano y murino de COX-1 carece de caja TATA, contiene tres motivos de 
unión a la proteína específica 1 (SP-1) implicados en la iniciación de la transcripción del gen y 
un sitio de unión a la proteína activadora 1 (AP-1) que interactúa con los motivos SP-1. A pesar 
de que estas características hacen de COX-1 un gen constitutivo por excelencia, es 
particularmente inducido por algunos estímulos mediante la regulación de los motivos SP-1 en 
determinadas células que se diferencian durante el desarrollo. 
La región 5’ flanqueante del gen humano de COX-2 contiene varios elementos reguladores de 
la transcripción. Incluye un sitio PPRE, dos elementos de respuesta a AMPc (CRE), un elemento 
de respuesta a suero (SRE), diversos sitios SP-1, dos sitios de unión a NF-κB, un sitio de 
reconocimiento de la proteína potenciadora de unión a CCAAT (C/EBP), dos sitios AP-2, una 
caja E y la caja TATA. Los dominios CRE, C/EBP, NF-κB y la caja E son claves en la regulación del 
gen [140]. Hay algunas pequeñas diferencias entre el gen de COX-2 humano y el de ratón. El 
gen murino de COX-2 solo tiene un sitio NF-κB en lugar de dos y dos sitios C/EBP [68]. Por otra 
parte, la región 3’-UTR del gen de COX-2 contiene 23 copias del elemento desestabilizador 
ATTTA que confieren control post-transcripcional actuando como determinante de la 
inestabilidad del ARNm. Una vez transcrito, la presencia de elementos enriquecidos en 
secuencias AU en la región 3’-UTR del ARNm (AREs) es reconocida por proteínas que pueden 
estabilizar o desestabilizar el tránscrito [34]. Hasta ahora se han descrito 16 proteínas que 
regulan la estabilidad del ARNm de COX-2 [161]. Además, las secuencias AREs pueden 
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interactuar con microARNs regulando el silenciamiento transcripcional de COX-2. Estás 
características génicas hacen que la expresión de COX-2 sea regulada por un amplio espectro 
de mediadores implicados en inflamación, cáncer y otras patologías [54].  
 1.4 Regulación de la expresión de COX-2 
COX-1 y COX-2 comparten gran homología estructural y actividad catalítica, sin embargo, su 
patrón de expresión y sus funciones biológicas son muy diferentes. COX-1 está presente 
prácticamente en todas las células del organismo, aunque sus niveles varían según el tipo 
celular. Esta isoforma promueve la producción de PGs cito-protectoras jugando un papel 
fundamental en la homeostasis de diversos procesos fisiológicos como la agregación 
plaquetaria, el mantenimiento de la mucosa gástrica y la regulación de la función renal. En 
cambio, COX-2 sólo se expresa de manera constitutiva en cerebro, riñón y placenta, mientras 
que su expresión es inducida en otros tejidos en diversos procesos fisiológicos (secreción de 
renina, función reproductiva, metabolismo óseo, protección vascular, secreción pancreática, 
neurotransmisión e inmunidad), así como en determinados situaciones fisiopatológicas 
(inflamación, dolor, fiebre, isquemia, Alzheimer y cáncer). La expresión del gen de COX-2 se 
restringe a ciertos tipos celulares o tejidos en respuesta a determinados inductores (Tabla 2) 
[68]. 
Factores de crecimiento EGF, PDGF, FGF, IGF, TGF-α, TGF-β, VEGF. 
Mediadores pro-inflamatorios IL-1α, IL-1β, IL-6, IL-8, IL-11, TNF-α, IFN-α, LPS. 
Hormonas FSH, LH, GnRH, EPI, NOREPI, PTH, insulin. 
Oncogenes v-Src, v-Ras. 
Promotores tumorales PMA, dioxinas, benzo-α-pirenos. 
Otros inductores Hipoxia, estrés mecánico, bradiquinina, 25-hidroxicolesterol, ácidos 
biliares, radiación UV-B, forscolina, altas concentraciones de sal y de 
glucosa, triglicéridos, suero.  
 
Tabla 2. Agentes inductores de la expresión de COX-2 [68].  
Además, los productos de la vía metabólica de COX-2 ejercen una regulación positiva en la 
expresión del propio gen. PGE2 incrementa la expresión de COX-2 a través de un aumento de 
los niveles de AMPc en varios tipos celulares [88]. 
Por el contrario, los glucocorticoides, las interleuquinas anti-inflamatorias (IL-4, IL-13, IL-10) y 
los ligandos de los receptores activados por proliferadores de peroxisomas (PPAR) inhiben la 
expresión de COX-2 [140]. A pesar de que el promotor de COX-2 presenta un sitio de 
reconocimiento al elemento de respuesta a PPAR (PPRE) que puede trans-activar el promotor, 
se ha relacionado a los ligandos de PPARα, ácido piriníxico, y de PPARγ, 15d-PGJ2, con la 




 1.5 Modulación epigenética  
Desde un punto de vista clásico, la epigenética es el patrón de marcas heredables que 
influencian la expresión de genes sin alterar la secuencia del ADN. En la actualidad se debe 
puntualizar que algunos fenómenos de tipo epigenético no son heredables [6]. La regulación 
epigenética tiene lugar en la cromatina aportando niveles adicionales de regulación entre el 
genotipo y el fenotipo. La cromatina es el conjunto de ADN, histonas y proteínas no histónicas 
que se encuentra en el núcleo de las células eucariotas y que constituye el cromosoma. La 
unidad básica de la cromatina es el nucleosoma. El nucleosoma contiene aproximadamente 
165 pb de ADN enrollado que da 1,8 vueltas alrededor de un núcleo proteico compuesto por 
un octámero de histonas. Las histonas que forman el octámero son; H2A, H2B, H3 y H4, 
estando cada una por duplicado. De manera simplificada, la cromatina es una estructura 
dinámica con dos estados conformacionales inter-convertibles; inactivo y activo. En la 
conformación inactiva la cromatina presenta una estructura condensada, conocida como 
heterocromatina, que se mantiene en un estado transcripcional inactivo. En la conformación 
activa la cromatina posee una estructura laxa, denominada eucromatina, que está preparada 
para comenzar la transcripción. El estado conformacional de la cromatina puede ser alterado 
por la modulación epigenética de sus componentes. Los mecanismos epigenéticos mejor 
cararacterizados son: la metilación del ADN, modificaciones covalentes y no covalentes de 
histonas así como la expresión de ARNs no codificantes.  
1.5.1  Metilación del ADN. De las 4 bases nitrogenadas que componen el ADN, solo la 
citosina (C) es modificada a un análogo llamado 5-metilcitosina (5mC) por la adición de un 
grupo metilo procedente de la S-adenosin-metionina (SAM). Las enzimas responsables de la 
metilación del ADN son las ADN metiltransferasas (DNMTs) que se dividen en dos grupos:       
1) metiltransferasas de novo (DNMT3a y DNMT3b), que son responsables de metilar residuos 
de C que no han sido metilados con anterioridad, 2) la metiltransferasa de mantenimiento 
(DNMT1), que copia patrones de metilación preexistentes [101].  
En los mamíferos, la metilación del ADN ocurre predominantemente en el nucleótido de C que 
precede al de guanosina (G), formando dinucleótidos CpG localizados en zonas determinadas 
denominadas islas CpG [48]. Las islas CpG se localizan frecuentemente en la región 5’ de los 
genes, en elementos de repetición dentro del promotor. La metilación del ADN promueve la 
conformación compacta de la cromatina impidiendo el ensamblaje de la maquinaria de 
transcripción y por tanto favoreciendo el silenciamiento génico. Pero la metilación no bloquea 
la expresión génica per se, sino que también requiere de la intervención de otros elementos 
como las proteínas de unión a la 5mC denominadas MBDs, junto con otras proteínas como las 
histonas deacetilasas (HDACs). Las MBDs ejercen su capacidad represiva sobre la expresión 
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génica imposibilitando la unión de factores de transcripción a los sitios de iniciación de la 
transcripción [66]. Por otro lado, las enzimas DNMTs también juegan un papel no enzimático 
en el silenciamiento transcripcional, por interaccionar con HDACs y con histonas 
metiltransferasas (HMTs) que favorecen el estado condensado de la cromatina [4]. Todo este 
mecanismo molecular en conjunto media el silenciamiento génico (Fig. 3A). 
Debido al papel de la metilación en la expresión génica, la alteración en la metilación del ADN 
está relacionada con numerosas patologías. La pérdida en la metilación global del ADN 
(hipometilación) es característica de células cancerígenas y está relacionada con inestabilidad 
genómica, reactivación de transposones, pérdida de la impronta génica y activación de genes 
que normalmente se encuentran reprimidos. Las células cancerígenas, también pueden 
presentar ganancia en la metilación del ADN (hipermetilación) en islas CpG que resultan en el 
silenciamiento de genes, muchos de los cuales son genes supresores de tumores. Cada tipo de 
tumor posee un patrón distintivo de metilación conocido como “hipermetiloma”[123].  
1.5.2  Modificación de histonas. La modificación de histonas es un mecanismo epigenético 
que modula el estado conformacional de la cromatina. Las histonas, particularmente las 
histonas H3 y H4, pueden ser modificadas por acetilación, metilación, fosforilación,             
ADP-ribosilación, ubiquitinación y sumoilación. La acetilación y la metilación de histonas son 
las modificaciones más importantes siendo la acetilación la mejor caracterizada.  
La acetilación en las lisinas (Lys) de la región N-terminal de las histonas supone la 
neutralización de la carga positiva de la Lys que favorece el estado relajado y estable de la 
cromatina, permitiendo la interacción del ADN con complejos proteicos reguladores de la 
transcripción. Por lo tanto, la acetilación de histonas favorece la activación de la transcripción 
(Fig.3B). La acetilación y deacetilación de histonas es llevada a cabo por histonas 
acetiltransferasas (HATs) y HDACs respectivamente. Las HATs generalmente se asocian con la 
activación transcripcional y se agrupan en tres familias principales: Gcn5/PCAF, p300/CBP y 
MYST. Las HDACs se consideran elementos de represión transcripcional porque además de 
deacetilar impiden la unión de factores de transcripción al ADN [106]. Las HDACs se subdividen 
en tres clases: clase I (HDAC1-3, HDAC8, HDAC11), clase II (HDAC4-7, HDAC9-10) y clase III 
(SIRT1-7). La pérdida de expresión de HATs y el aumento de la expresión de HDACs se ha 
relacionado con transformación y progresión tumoral [65]. Para impedir la deacetilación de 
histonas y promover la expresión génica de supresores tumorales se han desarrollado una 
amplia gama de inhibidores de la actividad de HDACs (iHDAC) que han demostrado tener 




Figura 3. Regulación de la transcripción por modulación epigenética. A) Regulación de la transcripción en función 
del estado de metilación en la isla CpG. Isla CpG metilada (círculos negros), isla CpG no metilada (círculos blancos), 
factores de transcripción (FT). B) Regulación de la transcripción por acetilación/deacetilación de histonas. Los puntos 
rojos corresponden a acetilaciones en las Lys de las colas de las histonas. Adaptado de Jones et al. y de Marks et al. 
[66, 91]. 
 1.6 Modulación epigenética de COX-2 
Cambios en la metilación del ADN de COX-2 y modificaciones de histonas se han relacionado 
con la alteración de la expresión génica de COX-2 principalmente en procesos relacionados 
con la progresión tumoral. De hecho, la sobre-expresión de COX-2 por alteración de la 
actividad de las HDACs y por hipometilación del promotor de COX-2 está relacionada con 
leucemia mieloide aguda, cáncer colorrectal y cáncer gástrico. Sin embargo, en contraposición 
a estos estudios también se ha descrito que la expresión de COX-2 y de genes de su vía de 
señalización está disminuida por la hipermetilación del promotor o por la deacetilación de 
histonas en diferentes tipos de cáncer, como cáncer de mama, cervical, colorrectal, esofágico, 
hepático, nasofaríngeo, ovárico, pancreático, de próstata y en leucemia mieloide crónica [17].  
 1.7 Vías de señalización implicadas en la activación del gen de COX-2  
El mecanismo de transducción de señales que media la activación de la expresión de COX-2 
varía dependiendo del estímulo y del tipo celular. Las vías de señalización más importantes son 
la de NF-κB y la de las proteínas quinasas activadas por mitógenos (MAPK) (Fig. 4).  
La vía de señalización de NF-κB se activa por los estímulos TNF-α/β, IL-1α/β y lipopolisacárido 
(LPS), al unirse a sus respectivos receptores TNF-R, IL-R y TLR4, así como por endotelina e 
hipoxia en determinados tipos celulares. Estos estímulos inducen la fosforilación de las 
proteínas IκB por el complejo IKK y su subsecuente ubiquitinización y degradación por el 
proteasoma. Esto permite la translocación de p65/p50 al núcleo donde participa en la 
activación de genes pro-inflamatorios, incluyendo el de COX-2 [143].  
La familia de las MAPK está formada por tres grupos de quinasas (ERK, JNK/SAPK y p38 MAPK). 
Las vías de JNK/SAPK y p38 comparten activadores: citoquinas pro-inflamatorias, LPS y estrés 
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[89]. La vía de ERK se activa preferentemente por factores de crecimiento al unirse a los 
receptores tirosina quinasa (TKR), por oncogenes como el v-Src y el v-Ras así como por 
promotores tumorales como el acetato de forbol miristato (PMA). Una vez activadas, las MAPK 
pueden fosforilar y activar factores de transcripción que regulan la expresión de ciertos genes 
como el de COX-2 [27].  
 
Figura 4. Vías de señalización implicadas en la inducción del gen de COX-2. Adaptado de Tanabe et al. [140].  
 1.8 Acción biológica de las prostaglandinas 
La acción biológica de las PGs es mediada por receptores específicos de membrana y por 
receptores nucleares. 
1.8.1  Receptores de PGs específicos de membrana. Los receptores de PGs específicos de 
membrana pertenecen a la familia de receptores con siete dominios transmembrana 
acoplados a proteínas G heterotriméricas. Los prostanoides PGE2, PGD2, PGF2, PGI2, TXA2 
interactúan con sus respectivos receptores EP (EP1, EP2, EP3, EP4), DP (DP1, DP2), FP (FPα, 
FPβ), IP y TP (TPα, TPβ). De todos los metabolitos finales producidos por acción de COX-2, la 
PGE2 es el mayoritario. La PGE2 es producida por la acción de la prostaglandina E sintasa 
(PGES). Hay diferentes subclases de PGES, la citosólica (cPGES) y las microsomales (mPGES-1 y 
mPGES-2). Los diversos efectos biológicos que se observan dependen de su interacción con los 
subtipos de receptores EP1-4 (Fig. 5). Los receptores se localizan principalmente en la 























Figura 5. Vías de señalización mediadas por los receptores de PGE2. Adaptado de Dey et al. [33]. 
 
El receptor EP1 se une a proteínas G-αq y su activación resulta en un incremento del Ca2+ 
intracelular que promueve la activación de la proteína quinasa C (PKC). Por mediación del 
receptor EP1 también se activa al proto-oncogén c-Src que induce la trans-activación del 
receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR). Los receptores EP2 y EP4 están 
acoplados a proteínas G-αs y su activación promueve la producción de AMPc estimulando la 
señalización mediada por fosfoinositol 3-quinasa (PI3K) y la activación de la proteína quinasa A 
(PKA). Por último la estimulación del receptor EP3 puede conducir a la activación de la 
proteína Rho, al incremento de los niveles de Ca2+ y a la disminución de los de AMPc cuando se 
asocia a las proteínas G-α12, G-αq, o G-αi respectivamente [155]. La presencia de distintos 
subtipos de receptores EPs co-expresados en la misma célula y con niveles diferentes 
dependiendo del tipo celular contribuye a la complejidad de la señalización de PGE2. 
1.8.2  Receptores nucleares de prostanoides. Los derivados de PGD2 (PGJ2 y 15d-PGJ2), de la 
PGE2 (PGA2) y PGI2 tienen afinidad por los PPAR. Cuando PPAR se une a eicosanoides 
interfiriere con determinados factores de transcripción inhibiendo la transcripción de genes 
implicados en inflamación [127]. 
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 1.9 Modelos animales de disrupción y sobre-expresión génica de COX-2 
Ensayos epidemiológicos, farmacológicos y clínicos llevados a cabo en modelos de disrupción y 
sobre-expresión génica de COX-2 demuestran la importancia de la señalización de las PGs en 
los procesos fisiológicos y patológicos, incluyendo el desarrollo de diferentes tipos de cáncer. 
1.9.1 Modelos animales deficientes para COX-2. Los modelos animales deficientes para   
COX-2 presentan anomalías en la reproducción, malformación renal postnatal, fallo del cierre 
del ductus arteriosus y fibrosis miocárdica. En cuanto al sistema nervioso, los ratones 
deficientes en COX-2 muestran una reducción significativa del daño cerebral inducido por 
isquemia y por tóxicos. Concerniente al cáncer, se ha observado que reducen la formación de 
tumores de piel en un 75% y de pólipos intestinales en un 70-80% [94].  
1.9.2  Modelos de animales transgénicos para COX-2. La expresión de COX-2 de manera 
ubicua en modelos murinos causa muerte postnatal debido a que presentan malformaciones 
esqueléticas [133]. Por esta razón se utilizan modelos de transgénesis de COX-2 en tejidos 
concretos usando promotores específicos de tejido. Estos modelos han permitido demostrar 
que la expresión de COX-2 en neuronas está relacionada con un incremento del daño neuronal 
en modelos de isquemia cerebral y con el desarrollo de deficiencias cognitivas, sugiriendo que 
COX-2 puede jugar un papel importante en la enfermedad del Alzheimer [35, 99]. Relativo al 
cáncer, no hay muchos estudios que indiquen una clara relación entre la expresión de COX-2 y 
la iniciación tumoral pero si con la progresión tumoral. COX-2 se ha relacionado con inducción 
de tumorigénesis en glándula mamaria, empleando el promotor del virus del tumor de mama 
de ratón, y en la célula gástrica, usando ratones transgénicos (TG) que expresan 
simultáneamente COX-2 y mPGES-1 bajo el promotor de citoqueratina 19 (Ck19) [28, 111]. Sin 
embargo, la mayoría de estudios en modelos TG para COX-2 indican que el TG per se no 
desarrolla tumores y se requiere el uso de agentes iniciadores y/o promotores tumorales. La 
expresión constitutiva de COX-2 en la lámina basal del epitelio, en ratones, mediante el 
promotor Ck5, causa un fenotipo pre-neoplásico con hiperplasia, displasia y quistes en varios 
órganos como piel, glándula mamaria, vejiga urinaria y páncreas, y además sensibiliza frente a 
carcinogénesis [21, 90, 151]. Otros grupos empleando el promotor Ck5 y Ck4 dirigieron la 
expresión de COX-2 directamente a las células de la epidermis basal y al folículo piloso de la 
piel de ratón. Los animales experimentaron alopecia por alteración en la morfogénesis del 
folículo piloso, no obstante, se necesitó el uso de agentes carcinógenos como DMBA o PMA 
para la formación de tumores de piel [107, 117]. Se ha descrito que los ratones TG que 
expresan COX-2 en el epitelio intestinal regulada por el promotor de la proteína de unión a 
ácidos grasos (FABPL) no desarrollan tumores espontáneos. Solamente cuando se trataron con 
azoximetano, un carcinógeno de colon, los ratones TG para COX-2 desarrollaron más tumores 
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que los controles [2]. Los modelos de transgénesis de COX-2 en el hepatocito no muestran 
ninguna alteración hepática de manera espontánea [16, 53, 162]. 
2. Hígado y carcinoma hepatocelular  
 2.1 Hígado 
El hígado es el órgano principal en la homeostasis metabólica ya que es responsable del 
metabolismo, síntesis, almacenamiento y redistribución de nutrientes, carbohidratos, grasas y 
vitaminas. Además el hígado elimina los productos biológicos tóxicos y agentes xenobióticos 
por conversión metabólica y excreción biliar. El hepatocito que desempeña la mayoría de las 
funciones descritas en el hígado, constituye el 80% del total de células hepáticas.  
La unidad funcional del hígado es el lóbulo hepático. Los lóbulos hepáticos son estructuras 
hexagonales formadas por hileras de hepatocitos de una o dos células de grosor en cuyo 
centro se encuentra la vena central, que desemboca en las venas hepáticas y estas a su vez en 
la vena cava inferior. Los vértices del hexágono lo componen seis triadas portales formadas 
por una rama de la arteria hepática, una rama de la vena porta y un conducto biliar que 
conduce la bilis hacia los conductos biliares mayores. El hígado tiene un doble aporte 
circulatorio, mediante la vena porta y la arteria hepática. Los hepatocitos tienen distintas 




Figura 6. Estructura del lóbulo hepático. Adaptado de Kanel et al. [67]. 
El otro 20% de células hepáticas está integrado por células no parenquimáticas que incluyen a 
células de Kupffer, células endoteliales, células epiteliales biliares (colangiocitos), linfocitos y 
células hepáticas estrelladas o de Ito. Las células de Kupffer son macrófagos que junto con los 
linfocitos se encargan de fagocitar y destruir cualquier partícula extraña que llegue al hígado. 
Las células endoteliales constituyen la mayor parte de las células de la pared de los sinusoides. 
Los colangiocitos conforman el canal de Hering en el cual confluye la bilis. En cuanto a las 
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células hepáticas estrelladas tienen una función mecánica, además de metabolizar lípidos, 
almacenar vitamina A y sintetizar varios componentes del sistema conjuntivo (colágeno I, III y 
IV)[67]. 
 2.2 Etiología y desarrollo del carcinoma hepatocelular 
El carcinoma hepatocelular (CHC) es el sexto cáncer más frecuente y es la tercera causa de 
mortalidad relacionada con cáncer. El 90% de los cánceres de hígado son CHCs, el otro 10% 
son angiosarcomas, colangiocarcinomas y hepatoblastomas. La frecuencia del CHC es mayor 
en el este de Asia y en África subsahariana y la más baja es en Norte América, en el Norte de 
Europa y en Australia. Además es la principal causa de mortalidad en los pacientes con cirrosis 
hepática [41]. La etiología del CHC está asociada con afecciones crónicas como el virus de la 
hepatitis B (VHB) y C (VHC), alcoholismo, exposición a aflatoxina-B1, cirrosis, hemocromatosis, 
porfiria cutánea tarda, deficiencia en α-1 antitripsina, tirosinemia y enfermedad de hígado 
graso no alcohólica (EHGNA). El CHC afecta en mayor proporción a hombres que a mujeres 
aunque, después de la menopausia en las mujeres, no se encuentran diferencias entre sexos 
[130]. El CHC se clasifica según el criterio de la OMS equivalente al criterio de Edmonson y 
Steiner en bien diferenciado, moderadamente diferenciado, poco diferenciado o 
indiferenciado, donde el grado de malignidad está inversamente correlacionado con el grado 
de diferenciación [36] (Fig. 7). 
Una lesión celular aguda en el hígado se manifiesta con la muerte de los hepatocitos. 
Posteriormente, se produce una respuesta regenerativa de los hepatocitos aumentando su 
capacidad proliferativa hasta que se restablece la arquitectura hepática normal. Ante lesiones 
hepáticas crónicas se generan repetidos ciclos de inflamación, muerte y regeneración de los 
hepatocitos que pueden derivar en la formación de nódulos hiperplásicos rodeados de una 
cápsula fibrosa. Este fenómeno neoplásico benigno se conoce como adenoma hepatocelular. 
Los procesos de daño hepático crónico también pueden culminar en una cirrosis hepática. La 
cirrosis está caracterizada por fibrosis y por la formación de nódulos de hepatocitos 
regenerantes estructuralmente anormales. La fibrosis es consecuencia de la cicatrización 
continua para la reparación de las lesiones del tejido hepático que provoca la alteración de la 
estructura de los nódulos y de la estructura global hepática. En el entorno hepático durante 
las lesiones crónicas se activan y aumenta el número de fibroblastos, células hepáticas 
estrelladas, células de Kupffer, macrófagos infiltrados asociados a tumores, células 
dendríticas, células inflamatorias y células endoteliales. Estos tipos celulares activados liberan 
citoquinas, factores de crecimiento, enzimas lisosomales, leucotrienos, el factor de activación 
plaquetario (PAF), etc. Estos factores crean una red de señalización paracrina entre todos los 
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componentes celulares del entorno hepático alterado y un estrés oxidativo que promueve la 
aparición de mutaciones. Además, durante procesos proliferativos como en la regeneración 
hepática, se acortan los telómeros de los hepatocitos induciendo inestabilidad genómica. Esta 
inestabilidad puede derivar en la adquisición de mutaciones, pérdidas de heterocigosidad, 
oscilaciones alélicas en oncogenes, en genes supresores de tumores, en genes responsables 
del mantenimiento de la integridad del genoma, de la proliferación y del ciclo celular. Las 
mutaciones en los hepatocitos de los nódulos hiperplásicos cirróticos pueden dar lugar a la 
formación de nódulos displásicos pre-malignos con hepatocitos fenotípicamente anormales 
que con el tiempo y el acúmulo de mutaciones derivan en un CHC. El CHC es una neoplasia 
maligna, los hepatocitos anormales se multiplican sin control, pueden migrar e invadir los 
tejidos cercanos y diseminarse a otros órganos del cuerpo a través del torrente sanguíneo y 
del sistema linfático (Fig.7) [41]. 
 
 
Figura 7. Progresión histopatológica y cambios moleculares en el CHC. Adaptado de Farazi et al. [41]. 
 2. 3 Modelos animales de carcinoma hepatocelular 
Existen modelos quirúrgicos, químicos, nutricionales y genéticos que derivan en CHC y que se 
utilizan para estudiar los mecanismos moleculares implicados en esta patología hepática 








Modelos quirúrgicos Ligación portal 
Modelos químicos  CCl4, TAM, APAP, GalN, DEN, DMN, 2-AAF, 4-DAB, ciprofibrato y etanol. 
Modelos nutricionales Dieta DCM 
Modelos genéticos Modelos TG para: proteínas del VHB (HBsAg y HBx), proteínas del VHC (proteínas 
de la envuelta E1-E2, proteína core, poliproteína viral FL-N, proteína estructural S-
N), antígeno T del SV40, E2F1, TGF-α, c-Myc, E2F1/c-Myc, TGF-α/ c-Myc, FGF19, 
IGF-2, EGF/c-Myc, HGF, HGF/c-Myc, HGF/TGF-α, uPA, PDGF-C, AAT, LTab. 
Modelos deficientes en: p53, p53/INK4a/ARF, TERT, TERT/p53, PTEN, AOX, 
Mdr2P, MAT1A, IKK, NEMO/IKKγ. 
 
Tabla 3. Modelos animales de CHC. 
3. Expresión de COX-2 en cáncer 
En el cáncer de colon, el papel de las PGs derivadas de COX-2 en el desarrollo neoplásico está 
bien establecido. Estudios epidemiológicos muestran que los pacientes a los que se les 
administran AINEs de forma regular presentan menor incidencia de cáncer colorrectal y 
disminuyen el número de pólipos en poliposis adenomatosa familiar. Estos resultados fueron 
confirmados en estudios usando modelos murinos de poliposis adenomatosa delecionando el 
gen de COX-2 y usando AINEs selectivos para COX-2. Se ha demostrado que COX-2 se        
sobre-expresa en una amplia gama de tumores epiteliales pre-malignos y malignos, incluyendo 
los de piel, mama, esófago, estómago, colon, recto, páncreas, vejiga y cáncer de piel de tipo no 
melanoma. También hay evidencias de que la expresión de COX-2 está inducida en tumores de 
origen no epitelial como en los melanomas y se ha comprobado su expresión en macrófagos y 
células no tumorales cercanas al área del tumor. Además, existen determinados polimorfismos 
de COX-2 asociados al desarrollo de cáncer. De hecho, la administración de AINEs selectivos y 
no selectivos de COX-2 reducen la incidencia de cáncer de mama, próstata, pulmón, cuello 
uterino, gástrico, esofágico y colorrectal [94, 100].  
COX-2 está implicada en cáncer porque regula el metabolismo de carcinógenos, contribuye a la 
inhibición de la apoptosis a través Bcl-2, interviene en la vía de señalización de la proteína 
quinasa B (PKB)/Akt, favorece el proceso angiogénico mediante la producción del factor de 
crecimiento endotelial vascular (VEGF), actúa directamente en invasión y metástasis y participa 
en la supresión de la respuesta inmune [49, 94]. 
4. COX-2 e hígado  
 4.1 COX-2 en hígado 
COX-2 no se expresa en el hepatocito adulto y tampoco se induce por estimulación con 
factores pro-inflamatorios. Sin embargo, COX-2 si se expresa en las células no 
parenquimáticas, en el hepatocito fetal que tiene un fenotipo menos diferenciado que el 
hepatocito adulto y en algunas líneas celulares hepáticas [92]. Se ha demostrado que la 
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expresión diferencial del factor de transcripción C/EBPα en el hepatocito adulto y fetal juega 
un papel fundamental en la inducción de COX-2. C/EBPα se encuentra altamente expresado en 
el hepatocito adulto interfiriendo en la expresión de COX-2 [13]. COX-2 sólo se expresa en el 
hepatocito adulto en aquellas situaciones que implican procesos de des-diferenciación y 
proliferación como en respuesta a una hepatectomía parcial, a daño hepático agudo y en 
enfermedades hepáticas crónicas [93, 94].  
4.1.1 COX-2 en regeneración hepática. COX-2 se induce en modelos experimentales de 
regeneración hepática después de una hepatectomía parcial, favoreciendo el proceso de 
proliferación y recuperación de la masa hepática [15, 97]. En regeneración después del daño 
hepático agudo con tioacetamida (TAM), se ha demostrado una importante disminución en los 
niveles de C/EBPα y C/EBPβ coincidiendo con la inducción de COX-2 [42]. Los animales tratados 
con COXIBs muestran un retraso en la iniciación de la regeneración hepática [15]. De hecho, la 
disrupción simultánea de COX-2 junto con otros genes relevantes para la regeneración 
hepática como la óxido nítrico sintasa-2 (iNOS) resultan en la inhibición del proceso de 
regeneración [42, 58, 165]. 
4.1.2 COX-2 en enfermedad hepática aguda. En modelos de daño hepático agudo usando el 
estímulo Jo2 (ligando Fas), LPS/D-galactosamina y Concanavalina-A, los animales TG que    
sobre-expresan COX-2 específicamente en el hepatocito muestran protección frente al daño 
hepático. Por otro lado, los COXIBs revierten la protección [16, 79, 97]. Las PGs ejercen un 
efecto protector frente al daño hepático agudo por tener efecto anti-apoptótico/anti-
necrótico sobre los hepatocitos y además estimulan su proliferación temprana [43, 97].  
4.1.3 COX-2 en enfermedad hepática crónica. COX-2 se expresa en el hígado como 
consecuencia de procesos de inflamación crónicos como el causado por la infección del VHB o 
el VHC. La proteína X del VHB (HBx) y otras proteínas del VHB, así como la proteína no 
estructural 5A (NS5A) y la proteína del núcleo del VHC activan el promotor de COX-2 [62, 110]. 
Determinados estudios han mostrado discrepancias en cuanto a la correlación entre el grado 
de expresión de COX-2 y el grado de infección, pero estudios recientes corroboran la 
correlación tanto en la infección por el VHB como por el VHC [83, 103].  
La hepatopatía alcohólica y la EHGNA son enfermedades crónicas que presentan esteatosis 
hepática. En la esteatosis, las células de Kupffer cumplen un papel predominante en la 
inducción de COX-2 [118]. La expresión de COX-2 se asocia con la intensidad de la lesión    
necro-inflamatoria, con el aumento de endotoxinas, del TXA2 y con la peroxidación lipídica. Se 
ha descrito que la liberación de PGE2 después de un abuso crónico de alcohol contribuye a la 
aparición de esteatosis y que el uso de COXIBs atenúa el grado de esteatosis [29]. Sin embargo, 
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existen resultados preliminares que indican que la expresión constitutiva de COX-2 en el 
hepatocito ejerce un efecto protector frente a la esteatosis y a la resistencia a la insulina [44]. 
COX-2 se induce en el hepatocito en otras enfermedades crónicas como la cirrosis hepática. En 
modelos animales experimentales de cirrosis la expresión de COX-2 favorece la proliferación y 
recuperación de la masa hepática [42]. Durante el daño hepático crónico aumenta la 
proliferación y se activan las células hepáticas estrelladas que son las responsables del 
engrosamiento de la matriz extracelular y de la acumulación de colágeno promoviendo la 
fibrosis hepática. Las células hepáticas estrelladas expresan COX-2 sugiriendo que esta vía 
podría estar jugando un papel crucial en el proceso fibrogénico. Sin embargo, existen datos 
dispares que implican a COX-2 tanto en la exacerbación como en la disminución de la fibrosis e 
incluso datos que demuestran que COX-2 es irrelevante en este proceso [37, 61]. Modelos 
experimentales de fibrosis, como el tratamiento con una dieta deficiente en colina y metionina 
(DCM) o con tetracloruro de carbono (CCl4) en animales TG que expresan COX-2 
ectópicamente en el hepatocito revelaron que la presencia de COX-2 en el hepatocito, no es 
transcendental en el desarrollo fibrogénico [163]. La inducción de COX-2 se ha descrito en la 
hipertensión portal que es una complicación de la cirrosis hepática. Además, el uso de AINEs 
selectivos para COX-2 reduce la hipertensión portal en modelos experimentales de fibrosis con 
CCl4 [144]. Asimismo, la expresión de COX-2 también se ha descrito en enfermedades crónicas 
como el colangiocarcinoma y en el CHC, así como en las líneas celulares de hepatoma [128]. 
 4.2 COX-2 en el carcinoma hepatocelular 
No hay una relación clara de la contribución de COX-2 con el CHC. Tan solo los modelos que 
estudian la implicación de COX-2 en CHC in vitro describen de forma más uniforme el papel de 
esta enzima en determinados procesos relacionados con CHC en líneas de hepatoma. Sin 
embargo, tanto los estudios de la modulación epigenética de COX-2 en CHC como los análisis 
in vivo en modelos experimentales de CHC indican que la contribución de COX-2 a la iniciación 
y al desarrollo del CHC es controvertida. 
4.2.1  Modulación epigenética del gen de COX-2 en el CHC. En el CHC la influencia de 
alteraciones en la modulación epigenética de oncogenes o genes supresores de tumores es 
importante. En el CHC el ADN se encuentra globalmente hipometilado y como consecuencia 
presenta mayor inestabilidad genómica, lo que promueve la aparición de mutaciones en 
oncogenes. A pesar de ello, en el CHC también se ha descrito que la hipermetilación de ciertas 
islas CpG resultan en el silenciamiento de genes supresores de tumores. De hecho, es 
frecuente la sobre-expresión de DNMTs (DNMT1 y DNMT3b) en el tejido tumoral comparado 
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con el no tumoral. La hipoacetilación de histonas, que es otro fenómeno epigenético asociado 
al silenciamiento génico, se relaciona con desarrollo y progresión del CHC [126]. 
La regulación epigenética del gen de COX-2 es clave en el CHC. Se ha descrito que el gen de 
COX-2 está hipometilado en pacientes con cirrosis hepática y hepatitis crónica poco 
propensos a desarrollar CHC. Por el contrario, también se ha descrito que un aumento en la 
metilación en el gen de COX-2 entre otros genes (APC, GSTP1, RASSF1A, p16, E-cadherina) 
está relacionado con el desarrollo del CHC [76]. Se sabe que el promotor de COX-2 contiene 
numerosas islas CpG que cuando se hipermetilan impiden la transcripción del gen en estadios 
avanzados de CHC [109]. Recientemente, se ha descrito que en la infección por el VHB y como 
consecuencia de la expresión de la proteína HBx, se induce COX-2, debido a eventos de 
desmetilación mediados por la disminución en la proteína DNMT3B [164]. Otras alteraciones 
epigenéticas que influencian la expresión del gen de COX-2 como la modificación de histonas, 
podrían ser claves en el CHC. En un modelo de formación de tumores con células de CHC 
tratados con COXIBs se detectaron cambios en la acetilación de histonas y de la HDAC2 [23]. 
4.2.2  Mecanismos moleculares de contribución de COX-2 al CHC en modelos in vitro. Los 
mecanismos moleculares de contribución de COX-2 al CHC han sido caracterizados 
principalmente en estudios con líneas de hepatoma. Se ha demostrado in vitro que algunas 
líneas celulares derivadas de CHC expresan constitutivamente COX-2 [60] y se ha descrito que 
COX-2 participa en los siguientes procesos y vías de señalización en CHC:  
 Alteración de vías de señalización: COX-2 participa en la alteración de las vías de IGF/IGF-1R, 
HGF/c-MET, TGF-α/EGFR y de Wnt/β-catenina. Hay estudios que indican que existe una 
correlación directa entre la expresión de COX-2 y la activación de la vía de señalización     
IGF/IGF-1R. Por otro lado, el uso de COXIBs reduce los efectos pro-tumorigénicos en las células 
HepG2 mediados por la vía de HGF/c-MET. Además, se ha descrito que la activación del 
receptor EP-1 trans-activa al receptor c-MET mediante convergencia con la vía del EGFR, 
siendo un proceso crítico en la invasión celular. También se ha descrito que la PGE2 activa al 
EGFR que a su vez incrementa los niveles de PGs por lo que es un proceso de 
retroalimentación positiva, mientras que la inhibición de COX-2 reduce su fosforilación. La 
convergencia entre las vías de COX-2 y de EGFR señala el posible potencial terapéutico de la 
combinación de fármacos dirigidos contra ambas dianas. Además, otros estudios en células de 
CHC relacionan la expresión de COX-2 con alteración de la vía de Wnt/β-catenina por 
aumentar la expresión de β-catenina y disminuir la propia expresión de COX-2 a través del 
incremento de la expresión de APC [20].  
 Conversión de pro-carcinógenos a carcinógenos: Una gran cantidad de xenobióticos              
pro-carcinógenos pueden ser bioactivados metabólicamente a carcinógenos por la actividad 
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HOX de COX-2, aunque en el hígado las reacciones de oxidación son principalmente catalizadas 
por la citocromo P-450 [153]. 
 Apoptosis: La expresión de factores anti-apoptóticos y pro-apoptóticos están alterados en el 
CHC. En numerosas investigaciones in vitro se ha descrito que el uso COXIBs reducen la 
viabilidad de diferentes líneas celulares de CHC. Los COXIBs inducen la vía intrínseca de la 
apoptosis mediante la activación de las caspasas -3, -9 y -8, a través de una disminución de los 
niveles de Mcl-1 (anti-apoptótico) favoreciendo la translocación de Bax (pro-apoptótico) a la 
membrana mitocondrial y alterando su potencial [114]. Los COXIBs también activan la vía 
extrínseca de la apoptosis promoviendo la expresión de los ligandos de los receptores de 
muerte [96]. Los estudios de sobre-expresión de COX-2 en células de CHC mediante 
transfección corroboran este hecho, mostrando una prevención de la apoptosis por una 
disminución de la actividad de las caspasas -3, -9 y -8 y de la liberación tanto de citocromo c 
como de poli-ADP-ribosa polimerasa 1 (PARP-1) [43]. La inhibición de la apoptosis mediada por 
los COXIBs se puede antagonizar con la adición de PGE2 [78].  
 Proliferación celular: Los estudios de expresión constitutiva de COX-2 en líneas celulares 
hepáticas demuestran que la PGE2 promueve el crecimiento de las células de CHC mediante la 
fosforilación de Akt y la disminución de los niveles de p53. Además, se ha demostrado que 
aumenta el porcentaje de células en fase S [43]. De hecho, los COXIBs disminuyen la 
fosforilación de Akt, reducen la fase de síntesis de ADN y están implicados con la parada del 
ciclo celular en las células de CHC [114]. 
 Angiogénesis: Los productos de COX-2 pueden inducir la angiogénesis [3]. Hay estudios que 
revelan una correlación positiva entre la expresión de COX-2 y de VEGF. Además, la inhibición 
de la vía de señalización de COX-2 disminuye la angiogénesis mediante la disminución de 
factores pro-angiogénicos [167].  
 Invasión tumoral: Altos niveles de COX-2 se asocian con invasión tumoral. Se ha descrito que la 
PGE2 estimula la migración y adhesión en células de CHC por la inducción de   
metaloproteasas-2 y -9 (MMP-2 y MMP-9) e integrina β1, mediante la modulación de las vías 
de MEK/ERK, p38/MAPK, PKA y PKC. Mientras que el uso de COXIBs disminuye la migración a 
través de la atenuación de la señalización de la vía de MAPK/ERK [96].  
 Respuesta inmune: La expresión de COX-2 se ha vinculado con la supresión de la respuesta 
inmune en el CHC. COX-2 disminuye el número y la proliferación de linfocitos T citotóxicos 
(CD8+), ejerce efectos supresores en la activación de macrófagos e inhibe la respuesta de los 
linfocitos cooperadores Th2 inhibiendo la proliferación de células B [137, 149]. Se ha 
demostrado que la PGE2 promueve la progresión tumoral mediante la inducción de las células 
supresoras derivadas de progenitores mieloides (CSDM) [146].  
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 Inflamación: A pesar de que COX-2 suprime la respuesta inmune, también está relacionada con 
la inflamación en el CHC [104]. Esto es debido a que muchos metabolitos de la vía de COX-2 
favorecen la producción de especies reactivas de oxígeno (ROS), son altamente peroxidativos e 
interaccionan con los componentes del ambiente tumoral favoreciendo la inflamación. 
Además en el CHC hay una correlación positiva entre COX-2 e iNOS, de hecho, la inhibición de 
COX-2 con AINEs reduce los niveles de óxido nitrico [40]. 
 Resistencia a fármacos terapéuticos: COX-2 está relacionado con la sobre-expresión de 
numerosos factores implicados en la resistencia a múltiples fármacos como MDR1, MRP1, 
MRP2, MARP3 y cMOAT [136].  
4.2.3 COX-2 en el CHC en modelos in vivo. A pesar de todos estos datos, los estudios in vivo 
demuestran que el papel de COX-2 en la carcinogénesis hepática es controvertido y hay varias 
cuestiones sin resolver referentes al patrón de expresión de COX-2 en el CHC: 1) la frecuencia 
de expresión de COX-2 en el CHC es muy variable (15-85%), 2) se ha descrito que COX-2 se 
expresa en estadios tempranos pero no en estadios avanzados de CHC, 3) hay evidencias de 
que en el CHC bien diferenciado caracterizado por tener mejor pronóstico la expresión de 
COX-2 es elevada, mientras que en el CHC poco diferenciado con un peor pronóstico la 
expresión de COX-2 está disminuida [128], 4) la expresión de COX-2 en el tejido no tumoral es 
mayor que en el tejido tumoral y un aumento de la expresión de COX-2 en el tejido no 
tumoral se asocia con la presencia de cirrosis, mal pronóstico y recurrencia de la enfermedad 
en pacientes con CHC [56], 5) se ha descrito una mayor expresión de COX-2 en la EHGNA y en 
cirrosis que en el CHC [46] 6) en los estudios de análisis de la expresión global de genes para 
identificar la firma genética de CHC no aparece COX-2 [75]. Este patrón de expresión de COX-2 
en CHC es inusual comparando con otros cánceres y hasta la fecha, no existe una explicación 
satisfactoria. La expresión de COX-2 es gradual desde la hepatitis crónica hasta las lesiones 
pre-malignas sugiriendo que la expresión de COX-2 puede ser determinante en las primeras 
fases de la hepatocarcinogénesis [72]. La causa de que el CHC desdiferenciado tenga una 
expresión disminuida de COX-2 no está bien definida, aunque puede deberse al hecho de la 
pérdida del fenotipo de los hepatocitos en estadios de CHC avanzado.  
A pesar de que la expresión de COX-2 se haya asociado con modelos experimentales in vitro de 
CHC, los modelos animales que sobre-expresan COX-2 de forma constitutiva en el hepatocito 
no desarrollan espontáneamente CHC [16, 53, 162]. Tan solo un modelo de transgénesis de 
COX-2 en el hepatocito ha descrito que la expresión de COX-2 favorece el desarrollo de 
hepatitis [162]. Estos antecedentes indican la necesidad de esclarecer el papel de las PGs 















































1. Estudio del papel de COX-2 en el modelo de fibrosis inducido con una dieta deficiente 
en colina y metionina. 
2. Contribución de las PGs derivadas de COX-2 al desarrollo de CHC: 
2.1 Modelo de hepatocarcinogénesis química inducida con DEN en los ratones TG 
para COX-2 y en células hepatocitarias transfectadas establemente con un vector 
de expresión de COX-2. 
2.2 Modelo de hepatocarcinogenesis genética mediante el desarrollo de un triple 
ratón TG c-Myc/TGF-α/COX-2. 
3. Estudio de la modulación epigenética del gen de COX-2 en el CHC: 
3.1 Líneas de hepatoma humano. 
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Modelo de animal transgénico para COX-2 en el hepatocito  
Con el objetivo de analizar el efecto de las PGs derivadas de COX-2 en el hígado se desarrolló el 
primer modelo descrito de animal TG para COX-2 en el hepatocito [16]. Los ratones TG que se 
generaron contienen un gen de fusión LIVhCOX-2 que consiste en un ADNc de COX-2 humana 
(hCOX-2) cuya expresión en hígado está regulada por el promotor de la apolipoproteína E 
(ApoE). Para construir el gen de fusión LIVhCOX-2 se clonó el fragmento de ADNc que codifica 
para el marco de lectura abierto (ORF) de la hCOX-2 en los sitios KpnI-XhoI del vector pLiv-Le6 
que contiene el promotor del gen de la ApoE humana y una región de control de expresión 
hepática. A continuación, el fragmento NotI-SpeI de 6,84 Kb del plásmido TG LIVhCOX-2 se 
aisló y se inyectó en el pronúcleo masculino de un embrión de una sola célula de ratón de la 
cepa C57BL/6xDBA2. Las células embrionarias portadoras del transgén se implantaron en los 
oviductos de ratonas CD1 pseudopreñadas. Después del parto, los ratones TG se identificaron 
mediante genotipado por PCR y Southern blot con el fin de determinar el número de copias 
integradas. Se obtuvieron seis líneas de ratón con expresión del transgén LIVhCOX-2 de forma 
constitutiva en el hepatocito. La línea 4 heterocigota con 55 copias del transgén LIVhCOX-2 se 
utilizó para el análisis de la expresión del ARNm de hCOX-2 mediante PCR de transcripción 
inversa en 5 tejidos. Confirmando lo esperado, la expresión del ARNm de hCOX-2 al ser dirigida 
por el promotor de ApoE siguió el patrón de expresión del promotor detectándose en riñón e 
hígado. A pesar de que en el riñón haya expresión de ARNm de hCOX-2, la expresión de 
proteína en este mismo órgano no fue detectable por Western blot. Sin embargo, la expresión 
de proteína hCOX-2 en hígado fue muy elevada. Se comprobó la funcionalidad de COX-2 en 
hígado midiendo los niveles de PGE2 que resultaron ser 5 veces superiores en el animal TG 
(230 pg/mg de proteína) comparando con el animal WT (40 pg/mg de proteína). Además, 
mediante el tratamiento de los animales TG con inhibidores selectivos de COX-2 se redujo la 
expresión de PGE2 a niveles equiparables a los del animal WT lo que indica que la PGE2 
producida en el modelo TG es debida a la acción de COX-2. En este modelo, los animales TG de 
12 semanas de edad presentaron un fenotipo normal [16]. Con el fin de comprobar que los 
datos anteriormente mencionados eran debidos a la sobre-expresión de COX-2 y no a la 
alteración del genoma del ratón por la inserción aleatoria del transgén, se realizaron los 
mismos experimentos en otra línea TG, en la que se obtuvieron los mismos resultados. 
Hasta ahora, para estudiar la función de COX-2 en el hígado se han creado tres modelos de 
animales TG que expresan COX-2 constitutivamente en el hepatocito. Para ello además de 
utilizar el promotor de ApoE [16] se han utilizado otros promotores también específicos de 
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hígado como el promotor de la transtirretina [162] y el de la albumina [53]. Estos tres modelos, 
presentan diferentes niveles intrahepáticos de PGE2 donde el modelo con el promotor de la 
transtiterrina expresa los niveles más elevados de PGE2 (550 pg/mg) mientras que el modelo 
que emplea el promotor de la albúmina expresa los menores niveles de PGE2 (58 pg/mg). Estos 
tres modelos han mostrado diferencias en la respuesta a determinados tratamientos para 





Modelo de ratón transgénico para COX-2 en el hepatocito. A)Representación del transgén LIVhCOX-2 que consta de 
una región flanqueante 5’ con un tamaño de 3Kb, el primer exón (I), parte del segundo exón (II) y la secuencia de 
poliadenilación localizada en el cuarto exón del gen humano de la ApoE así como el ADNc de hCOX-2 y la secuencia 
de control de expresión hepática (HCR) de la ApoE. B) Diagrama esquemático de la construcción ratones TG. C) 
Detección de la integración del transgén por PCR del ADN de la cola de los ratones usando oligos específicos para 
hCOX-2. Neg. PCR sin ADN. D) PCR de transcripción inversa para la detección del ARNm de hCOX-2 de ratón TG y (W). 
Como control interno se utilizó GAPDH. E) Western blot para la detección de la expresión de hCOX-2 en animales TG. 
Pulmón (P), hígado (H), riñón (R), corazón (CZ), cerebro (CB), páncreas (PN), músculo esquelético (MS), cerebro (CB), 
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Generación de una línea celular con expresión estable de COX-2  
Para estudiar in vitro el efecto de las PGs derivadas de COX-2, se transfectó establemente a la 
línea hepatocitaria no tumoral de origen humano CCL-13 [Chang Liver (CHL)] con el vector 
pPyCAGIP/GFP para la generación de la línea CHL-V con expresión estable de GFP o con el 
vector pPyCAGIP/hCOX-2/GFP para la generación de la línea CHL-C con expresión estable de 
hCOX-2/GFP. Para la construcción del vector pPyCAGIP/GFP se obtuvo el fragmento XhoI-NotI 
del plásmido comercial pEGFP-N1 que contiene la secuencia codificante para la GFP y se 
insertó en el plásmido pPyCAGIP. Para la construcción del vector pPyCAGIP/hCOX-2/GFP se 
empleó el ADNc de hCOX-2 clonado en el plásmido pcADN1/Amp cedido por Dr. S. Prescott 
(Huntsman Cancer Institute, Salt Lake City, UT). Se extrajo y amplificó por PCR el ORF de   
hCOX-2 sin codón de parada y se insertó en los sitios XhoI-EcoRI del plásmido pEGFP-N1 de tal 
manera que la secuencia de hCOX-2 está en el marco de lectura de la proteína de fusión GFP. 
Finalmente, de esta nueva construcción pEGFP-N1/hCOX-2, se extrajo el fragmento XhoI-NotI 
que contiene la información para la expresión del hCOX-2/GFP y se clonó en el plásmido 
pPyCAGIP digerido con los enzimas de restricción XhoI-NotI. La orientación y la integridad de 
las construcciones se determinaron por secuenciación. 
Para la generación de la línea CHL-V y CHL-C, células CHL al 50% de confluencia se expusieron 
durante 24 horas al reactivo de transfección Fugene 6 (Roche Applied Science, Indianapolis, IN) 
conteniendo el vector pPyCAGIP/GFP o el vector pPyCAGIP/hCOX-2/GFP respectivamente. 
Después, el medio de transfección fue reemplazado con medio fresco al 10% de suero bovino 
fetal (FBS). Al segundo día de la transfección, las células fueron plaqueadas al 25% de 
confluencia en un medio de selección conteniendo puromicina (3 µg/ml). Después de 12 días 
de selección, se comprobó la expresión de proteína GFP así como la expresión del ARNm de 
hCOX-2 y de las proteínas hCOX-2/GFP en las líneas transfectadas de manera estable. Además 
se valoraron los niveles de PGE2 en el medio de cultivo siendo muy superiores en la línea CHL-C 
comparada con la línea control CHL-V. La contribución de COX-2 a este proceso fue confirmada 
con la inhibición de la síntesis de PGE2 con el uso de un inhibidor selectivo de COX-2 [86].   





Caracterización de las líneas celulares CHL-V y CHL-C. A) Generación del vector pPyCAGIP/GFP. B) Generación del 
vector pPyCAGIP/hCOX-2/GFP.C) Western blot para la detección de la expresión estable de GFP y hCOX-2/GFP en las 
líneas CHL-V y CHL-C respectivamente. D) Análisis de la expresión del ARNm de hCOX-2 por PCR cuantitativa. Como 
control interno se utilizó 36b4. E) Determinación de la producción de PGE2 por enzimo-inmunoensayo en el medio de 
cultivo de CHL-V, CHL-C y CHL-C tratadas con el inhibidor selectivo de COX-2 5,5-dimetil-3-(3-fluorofenil)-4-(4-
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Ratones transgénicos que expresan ciclooxigenasa-2 en el hepatocito revelan una escasa 
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RESUMEN DEL ARTÍCULO I 
Para esclarecer la contribución de COX-2 al desarrollo del CHC se generaron ratones TG que 
sobre-expresan la enzima COX-2 humana (hCOX-2) de forma constitutiva en el hepatocito bajo 
el control del promotor de la ApoE. El plan de trabajo consistió en el análisis de la 
susceptibilidad o protección frente a hepatitis crónica, fibrosis y carcinogénesis por el efecto 
de las PGs dependientes de COX-2. 
En el modelo de ratón TG para COX-2 se analizó la contribución de las PGs a la fisiopatología 
hepática en relación al envejecimiento y se trataron los animales con una dieta DCM, para la 
inducción de fibrosis hepática. Tanto en el modelo de edad como en el de DCM se comprobó la 
expresión de la proteína y del ARNm de hCOX-2 y se valoraron los niveles de PGE2 
intrahepática que resultaron ser tres veces superiores en los animales TG para COX-2 
comparados con los animales WT. 
En el estudio de la contribución de las PGs a la fisiopatología hepática con la edad, la expresión 
de hCOX-2, de COX-1 y de PGE2 fue similar en los ratones TG de 16 y 60 semanas. No se 
encontraron diferencias significativas en el peso corporal y del hígado entre el animal WT y el 
TG ni tampoco en la función hepática. El análisis macroscópico e histopatológico de los tejidos 
mostró nódulos inflamatorios en los ratones TG a las 60 semanas de edad pero no a las 16 
semanas sugiriendo que las PGs producidas por la sobre-expresión de COX-2 en el hepatocito 
promueven una ligera hepatitis a las 60 semanas de edad de manera espontánea.  
En el modelo de fibrosis hepática los animales fueron alimentados con la dieta DCM durante 
15 semanas, las curvas de supervivencia y la pérdida de peso fueron similares entre los 
animales WT y los TG. Los niveles de ALT, los ensayos histológicos, el contenido de colágeno y 
la medida de los niveles de hidroxiprolina para la valoración del estado fibrótico, además de la 
medida del contenido de α-SMA y de la MMP-9 fueron significativamente superiores en los 
animales WT y TG alimentados con la dieta DCM comparando con los animales WT y TG 
alimentados con una dieta normal. Finalmente, los animales tratados con la dieta DCM 
desarrollaron fibrosis hepática. Sin embargo, dichos ensayos presentan la misma severidad 
entre los ratones WT y TG tratados con una dieta DCM. Los resultados obtenidos indican que 
las PGs derivadas de COX-2 no contribuyen al desarrollo de fibrosis hepática.  
Para el análisis del papel de COX-2 en modelos experimentales crónicos de CHC se diseñaron 
tres abordajes: 1) se indujo una hepatocarcinogénesis experimental con DEN en los ratones TG 
para COX-2, 2) se transfectó establemente la línea hepatocitaria humana CHL de manera 
estable con un vector de expresión para COX-2 y se trató con DEN/fenobarbital (PB), 3) se 
hicieron implantes de las mismas líneas celulares tratadas y no tratadas en ratones atímicos 
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desnudos. En el modelo de hepatocarcinogénesis química los animales se sacrificaron a las 10, 
25 y 40 semanas después del tratamiento con DEN. El análisis histopatológico indicó que la 
incidencia de lesiones pre-neoplásicas es relativamente mayor en los animales TG a las 10 
semanas de tratamiento con DEN, aunque estos resultados no alcanzaron significación 
estadística. Además, el desarrollo de adenomas y carcinomas hepatocelulares a las 25 y 40 
semanas de edad fue similar en los animales WT y TG, aunque la incidencia metastásica fue 
mayor en los ratones TG. El análisis de las vías de señalización molecular en los tumores 
mostró que a las 25 semanas de edad los niveles de expresión de Ciclina E y de c-Myc fueron 
significativamente superiores en los tumores de los animales TG, datos que fueron 
posteriormente confirmados mediante un array de PCR de genes de cáncer y por PCR 
cuantitativa. A las 40 semanas de tratamiento los tumores de los ratones TG presentaron una 
disminución significativa en los niveles de p53 y un incremento significativo de PCNA, Ciclina E 
y c-Jun. Por tanto, este modelo muestra que COX-2 favorece el desarrollo de nódulos           
pre-neoplásicos y acelera la proliferación inicial de los hepatocitos mediante la modulación de 
vías implicadas en la regulación del ciclo celular.  
En la línea hepática TG y en la control se analizaron múltiples parámetros después de ser 
tratadas con DEN/PB. La proliferación celular fue mayor a la 48 y 72 h de cultivo, el daño 
oxidativo al ADN fue superior, los niveles de especies reactivas de oxígeno se encontraron 
incrementados, los de GSH disminuidos y se detectaron aumentos moderados pero 
significativos en la expresión de pJNK, p38 y pStat3 en la línea celular que expresa COX-2. A 
pesar de estos resultados, el ensayo de formación de colonias no presentó diferencias 
significativas en el número y tamaño de las colonias entre la línea celular TG y su control 
después del tratamiento con DEN/PB. Finalmente, se siguió y monitorizó el desarrollo de los 
tumores en ratones desnudos después de haberles implantado un número determinado de 
células de la línea hepática TG y su control, tratadas con DEN/PB. Este abordaje reveló un 
incremento significativo en el área del tumor debido al efecto de las PGs dependientes de 
COX-2. La alteración del estado redox, el incremento al daño oxidativo al ADN en la células TG, 
así como la alteración de la vías de señalización implicadas en la regulación de la proliferación 
celular y el crecimiento de los tumores tras el implante de las células en ratones corroboran la 
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La progresión de la oncogénesis hepática en ratones dobles transgénicos c-Myc/TGF-α no 
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RESUMEN DEL ARTÍCULO II 
Existen pocos modelos TG para COX-2 que evalúen la implicación del efecto de las PGs en la 
carcinogénesis hepática. Por esta razón, se utilizó un modelo genético de CHC bien establecido 
de ratones TG que expresan c-Myc bajo el promotor de la albumina y TGF-α bajo el promotor 
de la metalotioneina. Estos ratones se cruzaron con ratones TG que expresan COX-2 en el 
hepatocito bajo el promotor de la ApoE. Los animales del modelo doble TG c-Myc/TGF-α (DTG) 
y triple TG c-Myc/TGF-α/COX-2 (TTG) se sacrificaron a los 5 y 9 meses de edad y se siguió el 
desarrollo del tumor, displasia, foci, adenoma, carcinoma y metástasis pulmonares así como 
sus parámetros bioquímicos y moleculares.  
Se comprobó la expresión de los transgenes. La presencia de c-Myc y del TGF-α fue verificada 
en ambos modelos TG mientras que la expresión de COX-2 se detectó solamente en los 
animales TTG. La expresión de las tres proteínas no se modificó con la edad. 
A los 5 meses de edad, alrededor de un 90% de los animales DTG y TTG desarrollaron nódulos 
pre-neoplásicos. Tan solo se observaron tendencias no significativas en una mayor formación 
de adenomas en los animales DTG (27%) comparado con los animales TTG (9%). Estos datos 
fueron coherentes con el incremento significativo en el ratio peso de hígado/peso corporal, 
con la elevación de los niveles de AST y con el aumento, aunque no significativo, de Ki67 en los 
ratones DTG comparado con los TTG. A pesar de estas diferencias, no se detectaron cambios 
en la formación de CHC entre ambos modelos que se produjo con una proporción de alrededor 
de un 9% en los DTG y un 13% en los TTG. A los 9 meses de edad, los animales DTG y TTG 
presentaron porcentajes parecidos (90 y 100% respectivamente) en el desarrollo de CHC. Se 
estudiaron las vías de señalización y los cambios en la expresión génica de marcadores 
específicos de la progresión tumoral para analizar si la presencia o no del transgén de COX-2 
era capaz de alterar rutas alternativas en el desarrollo del CHC a pesar de las pocas diferencias 
detectadas entre los animales DTG y TTG. Se analizó la expresión de proteínas y supresores 
tumorales relacionadas con el ciclo celular, apoptosis y vías de transducción de señales 
implicadas en la proliferación de los hepatocitos. Los animales DTG y TTG mostraron alteradas 
estas vías comparadas con los animales controles y con los animales mono MTG para COX-2 
que no desarrollan CHC. Comparando el modelo DTG y TTG solamente se halló un incremento 
significativo en la expresión del factor de transcripción E2F1, de p53 y de la proteína anti-
apoptótica Bcl-2. A pesar de estos resultados, no se encontraron diferencias significativas en 
los genes proliferación celular (Ccdn1, Cxcr4, Ccne1) ni en los de apoptosis (Birc5, Tnfrsf10b, 
Gadd45b) analizados por PCR cuantitativa a los 5 meses entre los ratones D y TTG. Estos datos 
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sugieren que la presencia de COX-2 no altera las vías de transducción de señales relevantes en 
el desarrollo del CHC en el modelo genético c-Myc/TGF-α. 
Además, se analizaron marcadores de buen o mal pronóstico para comprobar el efecto de la 
inserción del transgén de COX-2. Está descrito que los ratones c-Myc/TGF-α presentan altos 
niveles de marcadores de CHC de mal pronóstico. A los 5 meses y a los 9 meses de edad, los 
genes Inhbc y Slc16a2 que son marcadores de buen pronóstico en el CHC, no presentaron 
diferencias significativas en su expresión entre los animales TTG comparado con los DTG. 
Tampoco se hallaron diferencias en los genes de mal pronóstico Ask y Gtse1 que juegan un 
papel importante en la replicación del ADN y la proliferación celular. Los resultados observados 
indican que la presencia del transgén de COX-2 no altera el mal pronóstico del modelo 
genético c-Myc/TGF-α de CHC. 
Finalmente, dado que la producción de especies reactivas es uno de los factores primordiales 
en la carcinogénesis mediada por c-Myc/TGF-α se estudió la expresión de iNOS, HO-1, Nfr-2 y 
la producción de especies reactivas al ácido tiobarbitúrico (TBARS). El análisis del estado redox 
indicó que efectivamente tanto el modelo DTG como el TTG presentan alteradas proteínas de 
estrés oxidativo comparando con el modelo MTG de COX-2 y control. A los 9 meses en los 
ratones TTG se observó un incremento en la producción de TBARS indicativo de una mayor 
peroxidación lipídica. Sin embargo, entre los modelos DTG y TTG se hallaron exclusivamente 
tendencias no significativas de un aumento en las proteínas iNOS, HO-1 y Nfr-2. La 
contribución oxidativa asociada a COX-2 en este modelo genético resultó ser irrelevante 
probablemente debido a una saturación del sistema oxidativo en el CHC. 
Por tanto, las pocas diferencias halladas vinculadas a la presencia del transgén de COX-2, 
sugieren que su expresión en el hepatocito a los 5 meses de edad podría estar previniendo la 
hipertrofia e hiperplasia causada por c-Myc/TGF-α. Sin embargo, con la edad, las pequeñas 
diferencias desaparecen, indicando, en concordancia con nuestros resultados descritos en el 
modelo de hepatocarcinogénesis química, que las PGs derivadas de COX-2 juegan un papel 
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Líneas celulares  
Las características de las líneas celulares empleadas se detallan a continuación. 
 
Descripción del origen y la especie de las líneas celulares usadas. 
Biopsias Humanas de CHC 
Los parámetros clínico-patológicos de los pacientes con CHC están resumidos a continuación. 
Las muestras proceden del Banco de Tumores del Centro Nacional de Investigaciones 
Oncológicas (CNIO). 
















Talla del tumor 
>5 8 
<5 12 
No asignado 3 
Grado histológico 
Bien diferenciado 14 
Moderadamente diferenciado 6 
Indiferenciado 1 
No asignado 2 
 




Línea celular Origen Especie 
CHL Tejido hepático adulto normal Humana 
HuH-6 Hepatoblastoma Humana 
HuH-7 Carcinoma hepatocelular bien diferenciado Humana 
HepG2 Carcinoma hepatocelular bien diferenciado Humana 
Hep3B Carcinoma hepatocelular bien diferenciado Humana 
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RESUMEN DEL ARTÍCULO III 
En este trabajo se abordó el estudio de la modulación epigenética del gen de COX-2, su 
influencia sobre cambios en la expresión de la enzima y su utilidad como marcador pronóstico 
del CHC humano. Con este fin, se analizaron los cambios en la metilación del promotor de 
COX-2 y en la acetilación de histonas en células humanas de hepatoma y en biopsias humanas 
de CHC. 
Se evaluaron los niveles de proteína y ARN de COX-2 así como los niveles de PGE2 en líneas 
celulares de CHC humano (HepG2, HuH-7 y Hep3B), de hepatoblastoma (HuH-6), derivadas de 
hígado embrionario (WRL68) y de hepatocitos humanos (CHL). Los niveles de expresión de 
COX-2 y PGE2 fueron máximos en la línea WRL68 y los niveles más bajos correspondieron a las 
líneas HepG2 y HuH-7.  
En estas mismas líneas celulares se analizó la metilación del promotor por metilación sensible 
a enzimas de restricción (MSRA) y pirosecuenciación en tres islas CpGs de COX-2. Las dos 
primeras islas CpG están incluidas en el promotor y la última cubre el dominio de unión a CRE, 
el primer exón y la parte inicial del primer intrón. Los datos no muestran correlación entre la 
expresión de COX-2 y su metilación en las islas CpGs en las líneas celulares analizadas. En las 
mismas líneas se examinó el efecto del tratamiento con el agente demetilante 5’-aza-2’-
deoxicitidina (AzadC) en las islas CpG del gen de COX-2 y se estudiaron los cambios en la 
expresión de COX-2 por PCR cuantitativa. El porcentaje de metilación global cayó un 21% en 
HuH-6 y un 10% en Hep3B, líneas que en el análisis previo presentaron un perfil hipermetilado. 
Además, en estas líneas celulares, la expresión de COX-2 se elevó 5 y 78 veces respectivamente 
después del tratamiento con AzadC. Estos resultados sugieren que el estado de metilación del 
promotor puede regular la expresión de COX-2. Por el contrario, a pesar de que después del 
tratamiento con el agente demetilante el perfil de metilación de HuH-7 no varió, la expresión 
de COX-2 fue 5 veces superior. Este último resultado refleja la posible existencia de 
mecanismos de regulación alternativos.  
Para analizar el efecto de la modificación de histonas en la expresión de COX-2 se examinó el 
efecto de los inhibidores de HDAC, butirato sódico (NaB) y ácido hidroxámico suberoilanilida 
(SAHA) en la expresión de COX-2 en las líneas celulares hepáticas. El tratamiento con los 
inhibidores causó un marcado incremento en la expresión del ARNm de COX-2 en todas las 
líneas celulares analizadas a excepción de la línea WRL68. Estos datos concuerdan con el 
incremento en la expresión de proteína y con los niveles de PGE2. A pesar de que las 
expresiones de la HDAC1, 2, 3 y SIRT1 no variaron por el tratamiento con los iHDAC, la 
actividad global de las HDACs se mostró inhibida y los niveles de histona H3 y H4 acetilada   
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(Ac-H3 y Ac-H4) incrementaron. Estos resultados sugieren que la acetilación de histonas puede 
regular la expresión de COX-2 en algunas líneas de CHC. Para definirlo, se analizaron los 
efectos del NaB en la acetilación de histonas reclutadas en el promotor de COX-2 mediante 
ensayos de inmunoprecipitación de cromatina y posterior PCR cuantitativa. Los resultados 
manifestaron un incremento de la Ac-H3 en el promotor de COX-2 en HuH-6 y HuH-7 aunque 
el incremento de la Ac-H4 solo se observó en HuH-6. 
Para investigar si la acetilación de histonas está asociada con el CHC, se valoró la Ac-H3 en 
biopsias de tejido tumoral por inmunohistoquímica. En un 67% de los CHCs se detectaron altos 
niveles de expresión de Ac-H3. Los análisis de la supervivencia de estos pacientes evidenciaron 
que altos niveles en la acetilación de H3 están significativamente vinculados tanto con la 
expresión de COX-2 como con el buen pronóstico de los pacientes.  
El tratamiento de las líneas de celulares combinando el agente demetilante con los iHDAC 
mostró un sinergismo en el incremento de los niveles de COX-2 comparado con el incremento 
de los iHDAC por si solos y una disminución en la DNMT1.  
Para concluir el trabajo, se analizó la metilación del promotor y la expresión de COX-2 en CHCs 
de biopsias de muestras humanas. Comparando con el hígado humano control no tumoral, los 
niveles de COX-2 fueron más elevados en las biopsias de CHC. Además, un 86% de los 
pacientes presentó una expresión significativa incrementada de COX-2 en el tejido no tumoral 
comparado con el tejido tumoral de la misma biopsia. Se determinó si la expresión de COX-2 
estaba o no relacionada con la metilación aberrante de su promotor. Para ello, se analizó la 
metilación mediante modificación con bisulfito y pirosecuenciación de las tres islas CpG del 
promotor de COX-2 en 23 biopsias de CHC tanto en la zona tumoral como en su pareado no 
tumoral. Un 57% de las biopsias presentó un perfil de hipermetilación en la zona tumoral 
comparada con su respectiva región no-tumoral (31% vs 7.6%). El incremento de metilación en 
el promotor resultó estar significativamente correlacionado con la disminuida expresión de 
COX-2 en las biopsias humanas. Además, la supervivencia global de los pacientes mostró ser 
significativamente diferente dependiendo del estado de metilación del promotor de COX-2. 
Los resultados sugieren, que la hipermetilación del promotor de COX-2 está estrechamente 
asociada con la menor supervivencia de los pacientes. Así que, a pesar de que el efecto       
anti-apoptótico de COX-2 generalmente favorece el desarrollo del crecimiento celular en 
cáncer, la disminución de la expresión de COX-2 en el CHC avanzado está vinculada con una 
menor supervivencia de los pacientes con CHC.  
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En el hepatocito adulto, COX-2 no se expresa ni se induce por estimulación con factores       
pro-inflamatorios como LPS, IL-1β, TNF-α etc. Sin embargo, COX-2 si se expresa en las células 
no parenquimales, en el hepatocito fetal que tiene un fenotipo menos diferenciado que el 
hepatocito adulto y en algunas líneas celulares hepáticas [92]. La expresión de COX-2 en el 
hepatocito adulto se restringe a determinados procesos de des-diferenciación y proliferación 
como en respuesta a una hepatectomía parcial, a un daño hepático agudo y a enfermedades 
hepáticas crónicas (cirrosis, VHB, VHC, EHGN, colangiosarcoma y CHC) por lo que la expresión 
ectópica de COX-2 en los hepatocitos constituye una condición experimental, no fisiológica, 
ideal para el estudio de la contribución de las PGs derivadas de COX-2 a la patología hepática 
[93, 94]. 
En trabajos previos de nuestro grupo se generó y caracterizó parcialmente el primer modelo 
de animal TG para hCOX-2 cuya expresión está regulada bajo el promotor de la ApoE [16]. Se 
han descrito otros dos modelos animales TG para COX-2 con expresión específica en el 
hepatocito bajo el promotor de la transtirretina [162] y de la albúmina [53]. Estos tres 
modelos, presentan diferentes niveles intrahepáticos de PGE2 donde el modelo con el 
promotor de la transtiterrina expresa los niveles más elevados de PGE2, mientras que el 
modelo que emplea el promotor de la albúmina expresa los menores niveles de PGE2. Estos 
tres modelos han mostrado diferencias en la respuesta a determinados inductores de daño 
hepático agudo. Esta diversidad en la respuesta puede ser debida a las diferencias en los 
niveles de expresión de PGE2, a variaciones en la disponibilidad del sustrato de COX-2, a la 
disparidad en el tiempo de activación de los promotores o incluso puede ser causa de los 
distintos fondos genéticos empleados en los modelos animales [93].  
Los estudios realizados en estos modelos TG para COX-2 en el hepatocito revelaron que las PGs 
ejercen en el hígado un efecto anti-apoptótico en modelos de daño hepático agudo [16, 79, 
97] y que aceleran el inicio de la proliferación de los hepatocitos durante la regeneración 
hepática después de una hepatectomía parcial [97]. Existen otros estudios que también 
apoyan el efecto protector de las PGs frente a apoptosis en modelos de daño hepático agudo 
usando animales deficientes en COX-2 así como en modelos quirúrgicos de 
isquemia/reperfusión en el corazón [8, 63, 160]. 
Estos antecedentes, junto con los análisis que indican una alta frecuencia de expresión de  
COX-2 en enfermedad hepática crónica, el hecho de que los inhibidores de COX-2 previenen el 
crecimiento de las células de CHC in vitro e in vivo y que la transgénesis de COX-2 en líneas 
celulares hepatocitarias promueve la proliferación y protege frente a apoptosis indican que la 
expresión de COX-2 podría tener cierta implicación en el desarrollo del CHC. Para analizar la 
contribución de la expresión de COX-2 en la progresión del CHC, analizamos las características 
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fenotípicas hepáticas, llevamos a cabo un modelo de fibrosis y un modelo de 
hepatocarcinogénesis química inducida con DEN en nuestro modelo de ratón TG para COX-2 
cuya expresión está regulada por el promotor de la ApoE. 
El análisis de las características fenotípicas hepáticas en nuestro modelo de ratón TG para  
COX-2 mostró que a las 60 semanas de edad, los animales TG presentaban focos inflamatorios 
compuestos principalmente por linfocitos indicando que la expresión constitutiva del transgén 
de COX-2 con la edad, origina una hepatitis leve [86]. Estos resultados son coherentes con los 
ya descritos en el modelo TG para COX-2 que usa el promotor de transtirretina para dirigir la 
expresión de COX-2 en el hepatocito, donde se detectó infiltración de células inflamatorias y 
hepatitis mediante un mecanismo que implica la activación persistente de la vía de NF-κB 
[162]. No obstante, ningún modelo TG para COX-2 en el hepatocito desarrolló CHC de forma 
espontánea indicando que por sí sola COX-2 no induce CHC [16, 53, 162]. 
El daño hepático crónico puede promover fibrosis. La fibrosis está caracterizada por la 
activación de las células hepáticas estrelladas que incrementan su proliferación y adquieren 
un fenotípico miofibroblástico promoviendo el engrosamiento de la matriz extracelular, la 
acumulación de colágeno y la inducción de COX-2 sugiriendo un posible papel fibrogénico 
para COX-2. No obstante, los datos concernientes al papel de COX-2 en el proceso fibrogénico 
hepático son controvertidos, implicándola tanto en la exacerbación como en la atenuación del 
proceso [61, 112]. Previamente, el análisis de la contribución de las PGs derivadas de COX-2 
en la fibrosis hepática solo había sido analizado en el modelo con el promotor de 
transtirretina. Este modelo reveló que la presencia constitutiva de COX-2 en el hepatocito es 
irrelevante en el proceso fibrogénico mediado por el tratamiento con una dieta DCM y con 
CCl4 [163]. La dieta DCM es un modelo donde el daño hepático crónico se atribuye a la 
depleción del mecanismo antioxidante, como la reducción del GSH, que termina con la 
producción de daño oxidativo al ADN, inflamación y cirrosis [45, 158]. Nuestros resultados, 
usando el tratamiento con una dieta DCM en ratones TG para COX-2, en coherencia con los 
resultados publicados, demostraron que la expresión de COX-2 en el hepatocito no favorece 
ni promueve la fibrogénesis hepática. 
La sobre-expresión de COX-2 se ha detectado en muchos tipos de cánceres sugiriendo su 
implicación en la iniciación y/o el desarrollo tumoral. COX-2 se ha relacionado con inducción 
de tumorigénesis en glándula mamaria, empleando el promotor del virus del tumor de mama 
de ratón y en la célula gástrica, usando ratones TG que expresan simultáneamente COX-2 y 
mPGES-1 bajo el promotor de Ck19 [28, 111]. No obstante, numerosos estudios de              
sobre-expresión de COX-2 en colon, en piel y en la lámina basal del epitelio de varios órganos 
(glándula mamaria, vejiga urinaria y páncreas) han demostrado que la expresión de COX-2 es 
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incapaz de inducir tumorigénesis espontáneamente y el desarrollo del tumor solo tiene lugar 
tras el uso de agentes iniciadores y/o promotores tumorales [2, 21, 64, 82, 90, 107, 117, 151]. 
Incluso Bol y colaboradores describieron que la sobre-expresión de COX-2 en la piel está 
implicada en la supresión del desarrollo tumoral [7].  
El análisis histopatológico en nuestro modelo indicó que la incidencia de lesiones                    
pre-neoplásicas es relativamente mayor en los animales TG a las 10 semanas de tratamiento 
con DEN, aunque estos resultados no alcanzaron significación estadística. El desarrollo de 
adenomas y carcinomas hepatocelulares a las 25 y 40 semanas de edad fue similar en los 
animales WT y TG, aunque la incidencia metastásica pulmonar fue mayor en los ratones TG. 
DEN es un carcinógeno que se metaboliza a un agente alquilante que produce citotoxicidad, 
muerte de los hepatocitos, genotoxicidad, formación de aductos de ADN, alteraciónes 
fenotípicas, mutaciones y proliferación celular [147]. La apoptosis y necrosis de los hepatocitos 
mediada por el tratamiento con DEN está correlacionada con la activación de IKK en la células 
de Kupffer resultando en la secreción de IL-6, TNF-α, y HGF que actúan induciendo la 
proliferación compensatoria de los hepatocitos y la hepatocarcinogénesis [132]. Está descrito 
que tanto p53 (implicada en la parada en la fase G1 del ciclo celular) como JNK (implicada en la 
proliferación de los hepatocitos) son marcadores del efecto genotóxico y citotóxico inducido 
por DEN [87]. Nuestros resultados muestran que tanto los ratones WT como los TG presentan 
disminuidos los niveles de expresión de p53 e incrementados los niveles de expresión de c-Jun, 
cuya activación depende de JNK, a las 40 semanas después del tratamiento con DEN 
comparando la zona tumoral con la zona no tumoral adyacente. Por otra parte, se ha descrito 
que el mecanismo molecular por el cual COX-2 promueve tumorigénesis en algunos modelos 
implica la inactivación de p53 en condiciones de estrés genotóxico [30]. Asimismo, se ha 
descrito que la sobre-expresión de COX-2 en los hepatocitos disminuye los niveles de 
expresión de p53 [43]. Nuestros análisis tan solo muestran diferencias significativas en la 
expresión de p53 a las 40 semanas después del tratamiento con DEN y exclusivamente en la 
zona tumoral donde los resultados macroscópicos e histológicos determinaron que no hay 
diferencias entre los ratones WT y TG. Por lo tanto, la implicación de COX-2 en el proceso 
tumorigénico mediado por la señalización de p53 es irrelevante. Por esta misma razón, las 
diferencias significativas en la expresión de c-Jun a las 40 semanas de tratamiento con DEN no 
son relevantes en el desarrollo de CHC.  
El efecto mutagénico de DEN que promueve la iniciación tumoral, además de ser una 
consecuencia de la pérdida del supresor tumoral p53, es debido a la activación del             
proto-oncogén c-Myc. Se ha descrito que los inhibidores selectivos de COX-2 inhiben la 
proliferación celular en varias líneas celulares de cáncer hematopoyético mediante la 
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disminución de los niveles de c-Myc [135]. Además, en cánceres de tipo gastrointestinal, PGE2 
puede activar c-Myc a través de la activación de múltiples vías de transducción de señales 
[156]. Nuestros resultados confirman que la expresión de COX-2 promueve la activación del        
proto-oncogén c-Myc pudiendo favorecer el desarrollo leve de nódulos pre-neoplásicos, no 
obstante esta diferencia carece de relevancia a la 40 semanas de tratamiento con DEN, ya que 
no se observan diferencias en la progresión tumoral debidas a la expresión de COX-2. El    
proto-oncogén c-Myc es un factor de transcripción implicado en la regulación del ciclo celular, 
apoptosis, diferenciación celular, adhesión celular, regulación del metabolismo y senescencia 
celular. Se ha confirmado que c-Myc coopera en la transición de la fase G1 a S promoviendo la 
expresión de Ciclina D1, que a su vez activa a quinasas como Cdk2 y Cdk4 que controlan la 
fosforilación de Rb, de manera que el factor de transcripción E2F1 se libera activando la 
transcripción de genes como Ciclina E y PCNA [156]. Los análisis de las proteínas de ciclo 
celular mostraron que la expresión del transgén de COX-2 promueve un incremento en la 
expresión de Ciclina E a las 25 y 40 semanas después del tratamiento con DEN, sugiriendo que 
la sobre-expresión del transgén de COX-2 está implicada en la aceleración de la proliferación 
temprana de los hepatocitos en este modelo experimental de hepatocarcinogénesis. Estos 
resultados son coherentes con los análisis previos donde la expresión de COX-2 está 
relacionada con un efecto anti-apoptótico en daño hepático agudo [97]. El hecho de que    
COX-2 favorezca la proliferación temprana de los hepatocitos en nuestro modelo es coherente 
con la tendencia al aumento en la formación de nódulos pre-neoplásicos en el animal TG. Por 
otra parte, COX-2 podría estar favoreciendo la transformación tumoral en estadios tempranos 
mediante la producción de ROS y la peroxidación lipídica, que junto con la inflamación crónica 
inducen genotoxicidad, inestabilidad génica y mutaciones en el ADN determinantes para la 
iniciación tumoral [77]. No obstante, se ha descrito que los efectos de iniciación tumoral de 
COX-2 están determinados por su relación con la red de señalización molecular del entorno 
tumoral. De hecho, la expresión de COX-2 per se no tiene un potencial tumorigénico en 
muchos de los modelos experimentales, ni en los tejidos normales que en condiciones 
fisiológicas expresan constitutivamente COX-2. Numerosos estudios señalan al daño oxidativo 
como un factor clave en la transformación tumoral en el CHC. Los modelos animales 
deficientes para IKKβ, p38α, IKKγ/NEMO y β-catenina han mostrado potenciación de 
hepatocarcinogénesis inducida con DEN como consecuencia de la acumulación de daño 
oxidativo debido a la producción continuada de ROS en respuesta a la ausencia de estos genes 
[85, 119]. De hecho, el tratamiento con antioxidantes reduce la incidencia de CHC en ratones 
con deleción en IKKβ y β-catenina [87, 166]. Se ha descrito que la expresión de COX-2 aumenta 
la producción de ROS y la depleción de GSH en los hepatocitos [122]. Para estudiar si la 
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expresión de COX-2 alteraba el estado oxidativo en el modelo de DEN, se analizó el estado 
redox de la línea hepatocitaria humana CHL-C, que expresa establemente COX-2-GFP, y de su 
control CHL-V, que expresa GFP, ambas tratadas con DEN/PB. Debido a que las líneas celulares 
en cultivo tienden a presentar bajos niveles de proteínas del sistema citocromo P450 (CYP450),  
y que la metabolización de DEN requiere de ellas, de CYP2E1 principalmente en hígado, para 
bioactivarse a un ión etildiazonio que produce aductos en el ADN, se trataron las células con 
PB que es un inductor del sistema CYP450 [81, 139]. El PB se utiliza como promotor tumoral de 
forma generalizada. En concordancia con los resultados observados, la línea CHL-C comparada 
con la línea CHL-V ambas tratadas con DEN/PB, presentó niveles de estrés oxidativo superiores 
reflejados en una elevada acumulación de ROS y una disminución de los niveles de GSH. 
Además, esta alteración del estado redox tuvo efectos genotóxicos demostrados por los 
elevados niveles de 8-hidroxi-2’-deoxiguanosina (8-OHdG) detectados en la línea CHL-C. 
Se ha descrito que las proteínas JNK, que se activan en respuesta a estrés, estímulos               
pro-inflamatorios y por algunas señales mitogénicas, participan en la proliferación de los 
hepatocitos después de una hepatectomía parcial [131]. Los ratones con disrupción de JNK-1 
son menos susceptibles al desarrollo de CHC inducido con DEN, mientras que la deleción de 
IKKβ, que promueve la activación prolongada de JNK1, resulta en un incremento de la 
susceptibilidad a la hepatocarcinogénesis inducida por DEN [120]. Una de las principales vías 
de señalización implicadas en la inducción de la expresión del gen de COX-2 es la vía de las 
MAPK (ERK, JNK/SAPK y p38). De hecho, el mecanismo de acción de muchos compuestos con 
actividad anti-inflamatoria se basa en la inhibición de la señalización de JNK y p38 con la 
consecuente inhibición de COX-2 [140]. Por otra parte, los análisis en la línea CHL-C 
demostraron que las PGs derivadas de COX-2 a su vez activan las vías de señalización de las 
MAPK que participan en la proliferación de los hepatocitos [71]. Además hay estudios in vitro 
que demuestran que la adición de PGE2 induce la migración de células de CHC mientras que el 
uso del COXIBs disminuye su migración mediante la modulación de las vías MEK/ERK, 
p38/MAPK, PKA y PKC [19, 96]. La vía de Raf/Ras/MEK/ERK se encuentra globalmente activada 
en cáncer hepático [10, 98]. Nuestros datos verifican una activación moderada de JNK, ERK y 
p38 debida a la expresión del transgén de COX-2 en la línea CHL-C comparada con la línea CHL-
V, ambas tratadas con DEN/PB.  
La muerte celular incrementa la proliferación compensatoria de los hepatocitos, fenómeno 
que favorece la progresión tumoral. De hecho, se suelen encontrar células con gran capacidad 
proliferativa alrededor de los focos de células apoptóticas en lesiones hepáticas después de la 
exposición a DEN [87]. La deleción de FADD, la molécula adaptadora de los receptores de 
muerte, reduce el exceso de apoptosis, inflamación y esteatosis en el modelo deficiente para 
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NEMO, resultando en una disminución de la tumorigénesis [85]. Se ha propuesto que los 
hepatocitos necróticos liberan IL-1α, activando a las células de Kupffer con un aumento en la 
producción de IL-6, y que esta respuesta conduce a la proliferación compensatoria de los 
hepatocitos supervivientes implicado la activación de Stat3 [119]. La implicación de IL-6 y de 
Stat3 ha sido corroborada en CHC [47, 55, 150]. La elevada producción de PGE2 por la acción 
enzimática de COX-2 conduce a la estimulación del receptor EP1 promoviendo la activación de 
c-Src y EGFR que finalmente conduce a la fosforilación de Stat3 en células de 
colangiocarcinoma humano y en cáncer de pulmón no microcítico [52]. Los resultados 
obtenidos reflejan un incremento moderado de la fosforilación de Stat3 en las células CHL-C 
que son coherentes con la acumulación de ROS, la disminución de GSH y el aumento del estrés 
oxidativo observado incluso en ausencia del tratamiento con DEN/PB. 
La producción de PGs, a través la activación de los receptores EPs conduce a la activación de 
las vías de PI3K y de la vía Akt/PKB. Akt favorece el almacenaje de energía, regula el ciclo 
celular y promueve la supervivencia por inducir la fosforilación e inactivación de la proteína 
pro-apoptótica Bad y el aumento de los niveles de proteinas anti-apoptóticas como Bcl-2 y 
Mcl-1 [129]. Estudios previos de nuestro grupo, mostraron que tanto las células 
hepatocitarias con expresión estable de COX-2 como los ratones TG para COX-2 en el 
hepatocito presentan elevados niveles de proteína Akt fosforilada comparados con las células 
control y los ratones WT indicando que la expresión de COX-2 estimula estas vías de 
supervivencia [43, 97]. Se ha descrito que la vía de PI3K/PTEN/Akt/mTOR se encuentra 
alterada en CHC [41]. La activación de estas vías conlleva a la resistencia a la apoptosis, 
proliferación celular, estimulación de la angiogénesis, invasividad y metástasis. La regulación 
negativa de la vía está mediada por el supresor tumoral PTEN y la deleción específica en 
hígado de PTEN resulta en hepatomegalia, esteatohepatitis y finalmente en CHC [57, 152]. 
Nuestros resultados muestran que las células CHL-C tratadas con DEN/PB implantadas en 
ratones desnudos crecen moderadamente más rápido que sus controles CHL-V, lo que puede 
ser debido a la modulación de las vías de Akt y de JNK/c-Jun [69]. 
La iniciación tumoral en el modelo estudiado ocurre mediante la mutagénesis producida por 
DEN, por la activación del proto-oncogén c-Myc y la pérdida del supresor tumoral p53. 
Después de la iniciación, es necesario que se produzca la progresión del tumor donde las 
células alteradas tengan ventajas proliferativas, se expandan y produzcan lesiones                  
pre-malignas que con el tiempo se acumulen y deriven en una transformación tumoral. Se ha 
descrito que la expresión de COX-2 es gradual desde la hepatitis crónica hasta las lesiones       
pre-malignas sugiriendo que la expresión de COX-2 puede ser determinante en las primeras 
fases de la hepatocarcinogénesis [72]. Nuestros resultados muestran que en la inducción de 
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una hepatocarcinogénesis química experimental con DEN en el modelo TG para COX-2 en el 
hepatocito, la expresión de COX-2 favorece el desarrollo leve de nódulos pre-neoplásicos 
mediante la modulación de vías de señalización implicadas en la regulación del ciclo celular. 
Además, los análisis tras el tratamiento de la línea CHL-V y CHL-C con DEN/PB indicaron que la 
contribución de COX-2 al proceso de proliferación inicial de los hepatocitos es consecuencia de 
su participación en el incremento del daño oxidativo y en la alteración de vías de proliferación 
celular. Asimismo, el estudio de la formación de tumores mediante la implantación de células 
CHL-V y CHL-C tratadas con DEN/PB en ratones atímicos desnudos confirmó la contribución 
moderada de COX-2 al crecimiento de los tumores. Hay estudios que demuestran que la PGE2 
favorece la migración y la invasión tumoral mediante la activación de la vía de Akt/PI3K. La 
activación de Akt por la PGE2 implica la trans-activación de EGFR mediante c-Src y esta      
trans-activación es la responsable de la estimulación de la migración y la invasión [9]. La alta 
incidencia de metástasis pulmonares observadas en el animal TG y el hecho de que la elevada 
producción de PGE2 favorezca la progresión y la migración de las células de CHC [96] indican 
una implicación de COX-2 en la fase de expansión y metástasis de CHC en nuestro modelo de 
hepatocarcinogénesis química con DEN. 
En resumen COX-2 favorece el desarrollo leve de nódulos pre-neoplásicos, sin afectar a la 
transformación maligna ni al progreso del tumor, y también podría estar contribuyendo a la 
fase de expansión y metástasis del CHC.  
Debido a la escasez de modelos que evalúen la implicación del efecto de las PGs en la 
carcinogénesis hepática y a la controversia existente en la implicación de COX-2 en la iniciación 
y progresión tumoral tanto en CHC como en otros tipos de tumores, se utilizó un modelo 
genético de CHC de ratones DTG que expresan c-Myc/TGF-α, caracterizados con una prognosis 
similar a los CHC del modelo de DEN. Con este fin, ratones DTG se cruzaron con ratones TG 
para COX-2 en el hepatocito. Los animales DTG desarrollan CHC de forma más acentuada y 
más agresiva que los animales de los modelos MTG para TGF-α o MTG para c-Myc [12]. La     
co-expresión de ambos genes en CHC es frecuente [141]. El TGF-α es un miembro de la familia 
EGF que interacciona con los receptores de la familia ErbB. El animal TG para TGF-α desarrolla 
CHC por favorecer pérdidas cromosómicas que alteran la expresión de genes como el 
retinoblastoma (Rb) y la disrupción de la vía de señalización del TGF-β1 [108, 125]. La 
expresión constitutiva del proto-oncogen c-Myc promueve el desarrollo de CHC por inducir 
genes implicados en el ciclo celular, proliferación, diferenciación, adhesión, regulación del 
metabolismo, senescencia celular y por inducir genes implicados en la biogénesis de ribosomas 
y en el control de la traducción [22, 95]. La transgénesis de c-Myc/TGF-α en conjunto tiene un 
efecto sinérgico en el desarrollo de CHC. Ambos genes participan en la proliferación 
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persistente de los hepatocitos, alterando el silenciamiento mitótico normal durante las 
primeras semanas de vida [108]. La alta replicación de los hepatocitos, sumada a la reducción 
de la apoptosis y el incremento en los niveles de uPA, promueven la alteración displásica de los 
hepatocitos favoreciendo su expansión y progresión a lesiones de tipo neoplásicas [125]. Los 
ratones DTG no solo desarrollan tumores de forma más rápida sino que además los tumores 
son superiores en número y tamaño, indicando su implicación en la iniciación y el progreso del 
tumor [124]. A pesar de la existencia de datos in vitro que relacionan la expresión de COX-2 
con CHC, así como que el uso de COXIB previenen in vivo e in vitro la proliferación de células de 
CHC sugiriendo que COX-2 podría estar implicada en la iniciación y desarrollo de CHC, la         
co-expresión de COX-2 con c-Myc/TGF-α no aceleró de manera significativa el desarrollo de 
CHC. Tan solo se observaron tendencias no significativas a una mayor formación de adenomas 
en los animales DTG comparado con los animales TTG a los 5 meses de edad. Estos datos 
fueron coherentes con el incremento significativo en el ratio peso de hígado/peso corporal, 
con la elevación de los niveles de AST y con el aumento, aunque no significativo, de Ki67 en los 
ratones DTG comparado con los TTG a los 5 meses de edad. Esta observación sugiere que la 
sobre-expresión de COX-2 en los hepatocitos podría estar previniendo la hipertrofia y la 
hiperplasia causada por c-Myc/TGF- α. 
La progresión del tumor depende de la disrupción de la homeostasis del tejido hepático 
normal, desregulando el balance entre la proliferación celular y la muerte celular hacia la  
proliferación celular. El análisis de la expresión de proteínas del ciclo celular, junto con el 
estudio de la apoptosis y de las vías de transducción de señales implicadas en la proliferación 
de los hepatocitos indicó que la presencia de COX-2 tan solo tuvo consecuencias en el 
incremento significativo de la expresión del factor de transcripción E2F1, de p53 y de la 
proteína anti-apoptótica Bcl-2 en los animales TTG de 9 meses de edad. E2F1 tiene un papel 
dual controvertido ya que en determinadas situaciones actúa como supresor tumoral 
participando en la respuesta frente al daño al ADN e induciendo la apoptosis, que puede ser 
vía dependiente o independiente de p53, y en otras situaciones E2F1 actúa como proto-
oncogén favoreciendo la progresión del ciclo celular [138]. E2F1 se expresa activamente en los 
tejidos proliferantes durante la transición de la fase G1 a S del ciclo celular [50]. A pesar de que 
en los animales TTG se detectó un incremento significativo en la expresión de E2F1, de p53 y 
de Bcl-2, no se encontraron diferencias significativas en los genes de proliferación celular 
(Ccdn1, Cxcr4, Ccne1) ni en los de apoptosis (Birc5, Tnfrsf10b, Gadd45b) a los 5 meses entre 
los ratones DTG y TTG. De hecho, no se detectaron cambios en la formación de CHC entre 
ambos modelos ni a los 5 meses ni a los 9 meses de edad. Estos datos sugieren que la 
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presencia de COX-2 no altera rutas de señalización relevantes en el desarrollo del CHC en el 
modelo genético c-Myc/TGF-α. 
 Dado que la producción ROS y la peroxidación lipídica son factores primordiales en la 
carcinogénesis mediada por c-Myc/TGF-α, se estudió el estado redox en los animales DTG y 
TTG [39]. Se ha descrito que en el modelo de DTG c-Myc/TGF-α, las proteínas iNOS, NADPH 
oxidasa (NOX) y HO-1 están implicadas en la producción de ROS. Además, existen análisis que 
indican que COX-2 y NOX inducen su expresión recíprocamente favoreciendo la producción de 
ROS y la depleción de GSH en los hepatocitos [122]. En nuestro estudio, los animales TTG 
mostraron un incremento en la producción de TBARS indicando que la presencia de COX-2 en 
este modelo es responsable de una mayor peroxidación lipídica. Sin embargo, entre los 
animales TTG y DTG no se encontraron diferencias significativas en la expresión de iNOS, HO-1 
y Nfr-2. Nuestros datos indican que la expresión de COX-2 tiene distinto potencial en la 
alteración del estado redox en el modelo de CHC químico y genético. Aunque se ha descrito 
que tanto DEN como la transgénesis c-Myc/TGF-α alteran el estado redox y producen 
genotoxicidad, los resultados del modelo de DEN demostraron que COX-2 puede incrementar 
aún más la producción de ROS, disminuir los niveles de GSH y aumentar el daño oxidativo al 
ADN reflejado en un aumento en los niveles de 8-OHdG. Sin embargo, en el modelo de             
c-Myc/TGF-α aunque se observó una mayor peroxidación lipídica, la expresión de COX-2 es 
irrelevante en la alteración del estado redox probablemente debida a una saturación del 
sistema oxidativo. 
La clasificación genómica es de gran importancia para la determinación de marcadores 
moleculares y para un tratamiento personalizado de los pacientes [74]. Los resultados de 
múltiples arrays han permitido discernir y clasificar a los CHC en base a su expresión génica. 
Aunque aún no se dispone de una clasificación definitiva de CHC, un meta-análisis 
recientemente publicado ha evidenciado tres subclases moleculares homogéneas 





Figura 1. Resumen esquemático de las características de las subclases de CHC. En un meta-análisis que incluyó 
603 pacientes con CHC de 9 estudios diferentes se identificaron tres subclases (S1, S2 y S3) caracterizadas por sus 
datos clínicos y moleculares. Los tumores de comportamiento más agresivo, con mayor tamaño y menor 
diferenciación histológica se agruparon en las subclases S1 y S2. La subclase S1 se caracterizó por tener activada la 
vía de Wnt como consecuencia de la sobreexpresión de TGF-. La subclase S2 presentó activada la vía de Akt, altos 
niveles de expresión de c-Myc y de alfa fetoproteína (AFP) y mostró niveles disminuidos de IFN y de p53. La subclase 
S3 comprende los tumores menos agresivos, con una mayor diferenciación histológica y se caracterizan por 
preservar la expresión de p53 y tener mutaciones en β-catenina. Adaptado de Hoshida et al. [59].  
 
Esta clasificación es extrapolable a otros estudios, por ejemplo, el grupo de Thorgeirsson y 
colaboradores clasificaron siete modelos de CHC murinos comparándolos con 91 biopsias de 
CHC humanos analizando los perfiles de expresión génica [73]. Los modelos TG para c-Myc, 
E2F1 y c-Myc/E2F1 mostraron un patrón génico comparable a CHC de pacientes con buen 
pronóstico mientras que el modelo TG c-Myc/TGF-α y el modelo de hepatocarcinogénesis 
química inducida con DEN presentaron perfiles genéticos similares a pacientes con CHC de mal 
pronóstico. Esta clasificación es importante para poder comparar de manera adecuada 
modelos de CHC murinos con humanos. Los ratones DTG presentan tumores de bajo grado de 
diferenciación, alta malignidad, reducida supervivencia, elevados niveles de marcadores de 
CHC de mal pronóstico y una disrupción temprana del control de la proliferación [12]. Para 
estudiar si el efecto de la expresión de COX-2 podría variar el valor pronóstico del modelo       
c-Myc/TGF-α se estudiaron marcadores específicos. Los resultados indicaron que el mal 
pronóstico de los tumores que expresan c-Myc/TGF-α no varía con la expresión de COX-2. A 
pesar de que tanto el modelo de DEN como el modelo de c-Myc/TGF-α presentan un perfil de 
mal pronóstico sugiriendo que podrían tener perfiles génicos con cierta similitud, hemos 
observado distintos comportamientos en la alteración de vías de señalización como 
consecuencia de la expresión de COX-2. Las vías de las MAPK (JNK, ERK y p38), que se 
encuentran moderadamente activadas en el modelo de DEN, así como el incremento en la 
expresión de Ciclina E, no se observaron en el modelo de los TTG c-Myc/TGF-α/COX-2. Además 
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en el modelo de DEN el desarrollo moderado de nódulos pre-neoplásicos favorecido por la 
expresión de COX-2 podría ser debido a la inducción de c-Myc en estadios tempranos de CHC. 
Sin embargo, en el modelo de los TTG y DTG donde los niveles de expresión de c-Myc están 
igualados, la expresión de COX-2 podría estar previniendo la hipertrofia e hiperplasia. Estos 
resultados indican que la expresión de COX-2 modula de manera diferente marcadores de 
progresión tumoral en la hepatocarcinogénesis química y genética. La expresión de COX-2 es 
incapaz de potenciar la inducción y la progresión de CHC en el modelo de 
hepatocarcinogénesis genética y se podría pensar que esta falta de efecto de COX-2 se debe a 
la agresividad per se del modelo. No obstante, también se analizaron los DTG de TGF-α/COX-2 
y de c-Myc/COX-2 y tampoco se encontraron diferencias significativas en el desarrollo de CHC 
por efecto de COX-2.  
Nuestros resultados son coherentes con los análisis de la expresión global de genes para 
identificar la firma genética de CHC en los que no se describe la expresión del gen de COX-2 
[75]. De hecho, la expresión de COX-2 en CHC es muy variable. En el CHC bien diferenciado, 
caracterizado por tener mejor pronóstico, la expresión de COX-2 es elevada, mientras que en 
el CHC poco diferenciado, con un peor pronóstico, la expresión de COX-2 está disminuida 
[128]. Se ha descrito que COX-2 está incrementada en estadios tempranos pero que disminuye 
en estadios avanzados de CHC y que su expresión es superior en la zona no tumoral 
comparada con la tumoral [104]. Además la expresión de COX-2 es mayor en la EHGNA y en 
cirrosis que en el CHC [46]. Todos estos datos en conjunto indican que la expresión de COX-2 
en el CHC sigue un patrón de expresión complejo. Con el objetivo de entender la regulación de 
la expresión de COX-2 en el CHC humano y dado que en el CHC ocurren numerosas 
alteraciones epigenéticas, nos propusimos estudiar si la expresión del gen de COX-2 podía ser 
regulada por cambios en la metilación del gen de COX-2 y la modificación de histonas.  
Se ha descrito en CHC que la hipometilación global del ADN promueve la aparición de 
mutaciones en oncogenes y que la metilación en ciertas islas CpG que se localizan 
frecuentemente en la región 5’ de los genes, en elementos de repetición dentro del promotor, 
promueven el silenciamento génico de supresores tumorales [38]. Lee y colaboradores 
estudiaron la significación terapéutica y quimiopreventiva de los patrones de metilación en 
CHC humanos describiendo que un aumento en la metilación en el gen de COX-2 entre otros 
genes (APC, GSTP1, RASSF1A, p16, E-cadherina) está relacionado con el desarrollo del CHC 
[76]. Se ha demostrado que la metilación de genes inhibidores de Ras y de genes inhibidores 
de la vía de Jak/Stat3 en CHC resulta en una activación permanente de la vía de Ras y de 
Jak/Stat y que la inhibición de estas vías o el uso de agentes demetilantes inducen la apoptosis 
en células de CHC [10]. Este mismo grupo analizó la hipometilación global del genoma y el 
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estado de metilación de 105 genes supresores tumorales en CHC. La inactivación por 
hipermetilación en islas CpG de promotores de genes como SPRY-1 y -2, DAB2, SOCS-4/-5, 
implicados en diversas funciones como la inhibición de la señalización de la vía de FGF, de Ras 
y de citoquinas respectivamente, así como de genes inhibidores de la angiogénesis como 
BNIP3, BNIP3L, IGFBP3, y EGLN2 se asoció con mal pronóstico de CHC confirmando que el 
estado de metilación se correlaciona con el estado clínico, de los pacientes con CHC. Sus 
resultados indican que la caracterización del perfil de metilación de CHC, al estar relacionado 
con el estado clínico permite determinar marcadores moleculares de buen o mal pronóstico de 
CHC abriendo la posibilidad de nuevas dianas terapéuticas [11]. Además, la metilación parece 
ser un evento temprano sugiriendo que puede preceder a la cirrosis. Recientemente se han 
analizado genes cuya metilación y niveles de ARNm están asociados con recurrencia al CHC. 
Los datos sugieren que oncogenes como PSRC1 y MYO1E, genes supresores de tumores como 
CFH y MYRIP así como genes de la vía de TGF, Wnt y genes implicados en la remodelación del 
citoesqueleto tienen un elevado potencial de recurrencia tumorigénica, señalándolos como 
marcadores pronóstico de CHC [159]. Concerniente a COX-2, se ha descrito que el 
silenciamiento epigenético de COX-2 está relacionado con el estado clínico de los pacientes 
con cáncer gástrico [31].  
Para esclarecer la regulación de la expresión del gen de COX-2 por metilación de su promotor 
en CHC se analizó el estado de metilación de tres islas CpG del promotor de COX-2 por 
pirosecuenciación en seis líneas hepáticas que presentaban diferentes niveles de expresión de 
COX-2. Además, por MSRA se analizaron determinados dinucleótidos CpG localizados en la 
zona promotora. El porcentaje de metilación de las líneas de CHC analizadas no mostró 
correlación con la expresión de COX-2. A pesar de esto, se demostró que el tratamiento con el 
agente demetilante AzadC era capaz de inducir la expresión de COX-2 en las células de CHC. 
Estos resultados sugieren que el estado de metilación del promotor puede regular la expresión 
del gen COX-2. No obstante, no podemos descartar que existan mecanismos indirectos en la 
regulación de la expresión de COX-2, dado que después del tratamiento con AzadC, a pesar de 
que la línea HuH7 presentó un perfil hipometilado permanente, los niveles del ARNm de COX-2 
se incrementaron. De hecho, se ha sugerido, que en células de cáncer colorrectal el AzadC 
puede regular la expresión de otros factores como proteínas MBDs y proteínas implicadas en 
la modificación de histonas que regulan la expresión génica [105]. 
Análisis recientes describen que la PGE2 promueve el crecimiento de los tumores intestinales 
por potenciar la metilación de los promotores de ciertos supresores tumorales y de genes 
implicados en la reparación al ADN [157]. También se ha descrito que en la infección por el 
VHB y como consecuencia de la expresión de la proteína HBx, se induce COX-2 debido a 
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eventos de demetilación mediados por la disminución en la proteína DNMT3b [164] Estos 
resultados junto con el hecho de que la hipermetilación del promotor del gen de COX-2 tenga 
valor pronóstico en pacientes con cáncer gástrico [31] nos indujeron a estudiar si la metilación 
del promotor de COX-2 estaba relacionada con la expresión de COX-2 en CHC humano. En 
concordancia con resultados previos [24, 104], los niveles del ARNm de COX-2 se mostraron 
incrementados en el tejido hepático adyacente al CHC en un 86% de las biopsias estudiadas. El 
análisis del perfil de metilación de las tres islas CpG, mostró dos grupos de CHC: el primer 
grupo formado por un 43% de las muestras mostró un porcentaje bajo de metilación del 
promotor sin diferencias significativas entre la zona tumoral y su pareado no tumoral, mientras 
que el otro grupo formado por un 57% de las muestras presentó un perfil hipermetilado en la 
zona tumoral. Este estado de hipermetilación se correlacionó con una disminución en la 
expresión de COX-2. Estos resultados sugieren que la hipermetilación del promotor de COX-2 
juega un papel importante en la regulación de su propia expresión. 
Los pacientes con CHC tienen un mal pronóstico de supervivencia, en parte, debido a la alta 
tasa de recurrencia de CHC después de su resección. Hay muchos estudios que caracterizan el 
pronóstico del CHC mediante el análisis de las alteraciones epigenéticas de la región 
promotora de ciertos genes asociados con CHC [76]. Nuestros análisis mostraron que la 
hipermetilación del promotor del gen de COX-2 en CHC está correlacionada con un mal 
pronóstico de superviviencia. No obstante, el mecanismo por el cual la hipermetilación del gen 
de COX-2 se relaciona con una mala prognosis permanece desconocido. 
El NaB es un ácido graso de cadena corta que normalmente se encuentra en el colon humano 
como producto de la degradación metabólica de carbohidratos complejos. Este fue el primer 
compuesto descrito con actividad inhibitoria de HDACs [148]. Diferentes estudios preclínicos 
con NaB han mostrado su capacidad en la inhibición del crecimiento de células de CHC. 
Además del NaB, otros ácidos hidroxámicos como la tricostatina A (TSA) y el SAHA están en 
fase I y II de estudios clínicos para validar su potencial como fármacos anticancerígenos 
dirigidos para el tratamiento de tumores sólidos y hematológicos, bien por si solos o en 
combinación con otros agentes citotóxicos. Existe un estudio que indica que el tratamiento 
con COXIBs en un modelo de formación de tumores con células de CHC modifica la acetilación 
de histonas y de la HDAC2, aunque no determinan si es vía dependiente o independiente de la 
inhibición de COX-2 [23]. Nuestros datos demuestran que el tratamiento de células de CHC 
con NaB o SAHA incrementa la expresión de COX-2 y restablece la acetilación de las histonas 
H3 y H4 localizadas en el promotor de COX-2 en algunas líneas de hepatoma. De hecho, 
nuestro análisis mostró que los pacientes con CHC y un mayor porcentaje de histona H3 
acetilada presentaban mejores pronósticos de supervivencia. El hecho de que un incremento 
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en los niveles de expresión de COX-2 esté relacionado con un aumento en los niveles de 
acetilación de histona H3 y que este a su vez se relacione con un mejor pronóstico de los 
pacientes de CHC sugiere que la expresión de COX-2 en CHC está vinculada con un mejor 
pronóstico.  
Hay una cierta controversia con respecto al efecto de los inhibidores de HDAC sobre la 
expresión de COX-2. Algunos estudios indican que el NaB y el TSA suprimen la expresión de 
COX-2 en la línea celular HT-29 mediante la inhibición de la elongación de la ARN polimerasa II 
en el gen de COX-2 y de c-Myc [140]. En células de carcinoma escamoso esofágico (KYSE450) y 
en células de mama transformadas (18B5/HER) el tratamiento con iHDAC suprimió la inducción 
de la expresión de COX-2 mediada por PMA [142], y en células de cáncer de pulmón 
microcítico el tratamiento con TSA indujo apoptosis y disminuyó los niveles de expresión del 
ARNm y de la proteína de COX-2. Sin embargo, otros estudios indican que el tratamiento con 
NaB y TSA incrementan la inducción del gen de COX-2 por LPS en macrófagos mediante el 
aumento en la fosforilación y acetilación de la histona H3 en el promotor de COX-2 mediado 
por la activación de la vía de las MAPK y mediante un incremento de los niveles de C/EBPδ [84, 
113]. En cáncer gástrico, el tratamiento con TSA solo o combinado con AzadC restaura 
sinérgicamente la expresión de COX-2 y está correlacionado con la acetilación de histonas en 
su promotor [70]. Estos resultados y nuestros datos muestran que el efecto de los iHDAC en la 
activación de la expresión de COX-2 puede variar en función del tipo celular y que incluso 
puede no estar relacionado con actividad anti-tumoral. 
Por tanto, la expresión de COX-2 está regulada por la metilación de su promotor y por la 
acetilación de histonas en algunas líneas de hepatoma y en CHC humano. Nuestros resultados 
indican que la alteración en la metilación del promotor de COX-2 ocurre exclusivamente en el 
tejido tumoral hepático en CHC y que la metilación aberrante de COX-2 en CHC está 
relacionada con un peor pronóstico. También podrían explicar la disminución en la expresión 
de COX-2 en los tumores indiferenciados y con peor pronóstico. Estos datos sugieren que el 
análisis del estado de metilación de COX-2 en tumores primarios podría ser empleado como 























































1. Las PGs producidas por la sobre-expresión de COX-2 en el hepatocito promueven una 
ligera hepatitis a las 60 semanas de edad en los ratones TG para COX-2. Sin embargo, no 
contribuyen al proceso de fibrogenesis hepática después de la inducción de un daño hepático 
crónico con una dieta deficiente en colina y metionina.  
2. En el contexto de una hepatocarcinogénesis química inducida con DEN, los modelos TG 
para COX-2 revelaron que las PGs dependientes de COX-2 aceleran la proliferación inicial de los 
hepatocitos y favorecen el desarrollo moderado de nódulos pre-neoplásicos sin que estén 
directamente vinculadas con la transformación tumoral. COX-2 está implicada en el proceso 
temprano de proliferación de los hepatocitos mediante la modulación de rutas moleculares 
relativas al ciclo celular y a la proliferación celular  
3. En el modelo de animales dobles TG para c-Myc/TGF-α que desarrollan una 
hepatocarcinogénesis genética, la inserción del transgén de COX-2 y su expresión constitutiva 
en el hepatocito, mostró que a los 5 meses de edad, la sobre-producción de PGs podría estar 
previniendo levemente la hipertrofia e hiperplasia causada por c-Myc/TGF-α. No obstante, con 
la edad, la ausencia de diferencias en el desarrollo de CHC y la falta de alteración de rutas 
metabólicas alternativas en el proceso de carcinogénesis, mostró la insuficiencia contributiva 
de las PGs al desarrollo de la carcinogénesis mediada por c-Myc/TGF-α.  
4. La expresión reducida de COX-2 en algunas de las líneas celulares de hepatoma y en 
biopsias humanas de CHC está correlacionada con la hipermetilación de su promotor y con la 
deacetilación de histonas. El tratamiento con agentes demetilantes o con inhibidores de 
HDACs aumenta la expresión de COX-2 y la unión de Ac-H3 a su promotor en células de CHC. 
5.  Los cambios epigenéticos en el promotor de COX-2 que implican una disminución en 
la expresión de COX-2, como la metilación del promotor y la hipoacetilación de H3, están 
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